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SCOPO DELLA TESI 
Il progresso nell’ambito delle biotecnologie della riproduzione ha 
portato allo sviluppo di nuove tecnologie che, in campo veterinario, 
rappresentano una potenziale fonte di approvvigionamento embrionale 
a basso costo da impiegare sia per le ricerche di laboratorio che per le 
applicazioni in campo pratico. Nonostante tali tecniche siano in 
costante miglioramento, è necessario incrementare gli sforzi per 
acquisire un maggior livello di conoscenza affinché si possa avere la 
completa comprensione e controllo dei meccanismi cellulari che 
impartiscono all’ovocita la competenza allo sviluppo, consentendo 
così di ottimizzare i sistemi di maturazione in vitro. Infatti, finché i 
meccanismi coinvolti nella qualità dell’ovocita non verranno chiariti, 
nessuno sforzo per l’utilizzo delle tecnologie riproduttive assistite nel 
trattamento dell’infertilità umana o nella riproduzione animale a fini 
biomedici sarà efficiente al massimo. 
La presente tesi di dottorato si pone come obiettivo quello di 
approfondire alcuni aspetti strutturali, biochimici e funzionali 
dell’ovocita utilizzando l’ovino, sia adulto che prepubere, come 
modello sperimentale. Lo studio comparativo di ovociti provenienti da 
un modello animale adulto, considerato ad alto potenziale di sviluppo, 
e ovociti provenienti da un modello animale prepubere, considerato a 
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basso potenziale di sviluppo, è importante per comprendere i 
meccanismi coinvolti nell’acquisizione della competenza allo sviluppo 
e quali siano le differenze strutturali, biochimiche e funzionali tra i 
due modelli. Per raggiungere l’obiettivo si sono susseguite due fasi 
sperimentali.  
La prima fase è stata dedicata allo studio di alcuni aspetti strutturali 
del gamete femminile, maturato in vitro. Sono state analizzate diverse 
modificazioni post-traduzionali (PTMs) della tubulina. Durante la 
maturazione dell'ovocita, infatti, si assiste ad una importante 
riorganizzazione della rete citoscheletrica e dei microtubuli in 
particolare. Infatti, nell’ovocita la rete microtubulare riveste un ruolo 
fondamentale nella formazione del fuso meiotico e la conseguente 
segregazione cromosomica. Da anni ormai, sono state evidenziate 
diverse PTMs della tubulina (come la tirosinazione/detirosinazione, la 
modificazione Δ2, l'acetilazione, la poliglutamilazione etc.) ognuna 
delle quali caratterizza i microtubuli regolando lo scorrimento su di 
essi di determinate proteine motrici e proteine associate. Questo 
aspetto fa sì che non si possa più parlare semplicemente di tubulina 
quando si indaga di aspetti relativi alla fisiologia della rete 
microtubulare, ma è necessario monitorare anche la presenza o meno 
delle diverse modificazioni post-traduzionali, al fine di comprendere 
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al meglio il ruolo e la funzionalità della rete microtubulare in un 
preciso sistema cellulare. Inoltre, in letteratura, le informazioni 
relative alle diverse PTMs della tubulina dell'ovocita non sono 
numerose e, in particolare, mancano totalmente lavori di tipo 
informativo sulla presenza/assenza delle diverse PTMs e del loro 
possibile ruolo svolto nell’ovocita di ovino. 
La seconda fase sperimentale, invece, ha previsto il monitoraggio di 
diversi parametri in ovociti vitrificati, sia di adulto che di prepubere. 
La vitrificazione è la principale tecnica di crioconservazione degli 
ovociti utilizzata nelle tecnologie di riproduzione assistita (ART). Tale 
tecnica presenta numerose potenziali applicazioni per preservare la 
fertilità nell’uomo e per la riproduzione di animali di alto valore 
zootecnico o a rischio di estinzione. Essa è utilizzata in maniera 
routinaria sia nei laboratori di ricerca che nelle cliniche, sia in campo 
umano che veterinario. Numerosi studi hanno descritto come la 
vitrificazione sottoponga l’ovocita a danni sia a livello cellulare che 
molecolare con compromissione, ad esempio, dell'attività 
mitocondriale e del sistema ossido-riduttivo e conseguente alterazione 
del potenziale allo sviluppo del gamete. Dunque, è chiaramente 
ipotizzabile che la competenza allo sviluppo dell’ovocita a seguito 
della crioconservazione sia determinata dalle sue caratteristiche al 
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momento della fecondazione (Hutt and Albertini 2007). È stato 
dimostrato che gli embrioni ovini sono in grado di ripristinare il loro 
metabolismo dopo la vitrificazione, se viene loro concesso del tempo 
aggiuntivo dopo lo scongelamento (Leoni et al. 2003). Per quanto 
riguarda gli ovociti sono presenti pochissime informazioni dettagliate 
riguardo la capacità di riprendere il loro metabolismo durante la 
coltura in vitro post scongelamento. Considerato tutto ciò, lo scopo 
della seconda fase sperimentale di questa tesi di dottorato è stato 
quello di valutare: i cambiamenti delle PTMs della tubulina 
identificate nella prima fase ed eventuali loro alterazioni, la 
funzionalità e la distribuzione mitocondriale, i livelli intracellulari di 
ROS e la competenza allo sviluppo in ovociti di pecora e agnella 
durante 6 ore di prolungata incubazione a seguito di maturazione in 
vitro, vitrificazione e ripristino della temperatura. Il recupero delle 
caratteristiche biologiche e funzionali del gamete femminile sono state 
monitorate durante l’incubazione post vitrificazione a specifici 
intervalli temporali (0, 2, 4 e 6 ore). L’acquisizione di queste 
conoscenze ci ha permesso di identificare quale possa essere 
l’intervallo temporale necessario all’ovocita per riparare i danni 
causati dalla vitrificazione e quindi stabilire l’ottimale “finestra di 
fertilizzazione” per il modello ovino.  
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L’OVOCITA 
Il gamete femminile dei mammiferi è una cellula di circa 120 μm 
altamente specializzata, con un corredo cromosomico aploide. Nella 
fase finale della gametogenesi l’ovocita progredisce dalla profase 
della prima divisione meiotica alla metafase della seconda divisione 
meiotica (MII), stadio in cui rimane bloccato fino all’incontro con lo 
spermatozoo. Questo processo, detto maturazione, coinvolge una serie 
di cambiamenti morfologici e metabolici sia del compartimento 
nucleare che citoplasmatico, il cui sincronismo porterà alla creazione 
di un ambiente cellulare ottimale per la fertilizzazione e il successivo 
sviluppo embrionale. La maturazione nucleare viene raggiunta con la 
condensazione dei cromosomi e l’estrusione del primo globulo polare 
(PB1).  
La maturazione citoplasmatica, che avviene in parallelo con la 
maturazione nucleare, risulta essere fondamentale per la normale 
fertilizzazione e il primo sviluppo embrionale (Moor and Trounson 
1977) poiché, nella prima fase di questo periodo si hanno numerose 
variazioni biochimiche riguardanti principalmente la sintesi di RNA e 
la sintesi proteica, nonché la riorganizzazione degli organuli 
citoplasmatici tra cui il citoscheletro e i mitocondri (Fig. 1).  
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La sintesi dell’ATP e la produzione di ROS sono gli aspetti più 
discussi della funzionalità mitocondriale. I cambiamenti metabolici 
dovuti alla produzione di ATP da parte dei mitocondri sono 
fondamentali durante la gametogenesi e le prime fasi dello sviluppo 
embrionale (Takahashi et al. 2016) poiché la formazione del fuso 
meiotico e il comportamento dei cromosomi dipendono 
dall’espressione e dall’attività delle proteine motrici che utilizzano 
l’ATP come fonte di energia. Una volta che l’ovocita ha ripreso la 
meiosi, i mitocondri forniscono ATP per il citoscheletro e 
l’organizzazione citoplasmatica (Leoni et al. 2015). Una corretta 
riorganizzazione del citoscheletro, in particolar modo della sua 
componente microtubulare, consente l’allineamento dei cromosomi 
sulla piastra metafasica e l’estrusione del PB1. 
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Fig. 1. Schema descrittivo sulla localizzazione citoplasmatica di organuli e 
componenti citoscheletriche durante la maturazione dell'ovocita di topo (A) e 
uomo (B). Da (Mao et al. 2014), modificato.  
 
 
Il modello ovino  
In Sardegna il patrimonio zootecnico è costituito da più di 3.000.000 
di capi ovini, che risultano quindi la specie prevalente, motivo per cui 
la ricerca scientifica del territorio è incentrata prevalentemente su 
questo modello animale.  
Il campionamento di materiale post-macellazione, eseguito presso 
centri di macellazione autorizzati, non destinato al consumo umano, 
ma alla distruzione, rivela un aspetto di non trascurabile interesse. 
Infatti, il recupero di materiale biologico da utilizzare per esperimenti 
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come quelli effettuati per questa tesi di dottorato, mostra la possibilità 
di allestire protocolli d’indagine in linea con le direttive dell’UE che 
sempre più, in ambito di sperimentazione animale, incoraggiano il 
rispetto del principio delle 3R: replacement (sostituzione), reduction 
(riduzione) e refinement (miglioramento). 
Le abitudini alimentari dell’Isola permettono il recupero, presso i 
centri di macellazione autorizzati, di ovaie non solo da pecore adulte 
ma anche da agnelle di 30-40 giorni di età. Il recupero di materiale da 
questi animali permette di condurre degli studi in un modello 
sperimentale che non ha ancora raggiunto la maturità sessuale e che 
dunque presenta delle caratteristiche differenti dal corrispondente 
modello adulto. Infatti, un modello animale prepubere suscita 
particolare interesse nel campo della produzione zootecnica in quanto 
consentirebbe di accorciare gli intervalli generazionali. Inoltre 
rappresenta un modello sperimentale utile per approfondire ulteriori 
aspetti. Esso, infatti, essendosi dimostrato un modello caratterizzato 
da una bassa competenza allo sviluppo se paragonato al modello ovino 
adulto, permette di identificare e studiare le caratteristiche 
morfologiche e metaboliche dell’ovocita relazionabili a una ridotta 
maturazione citoplasmatica, nucleare e funzionale. 
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Negli anni sono stati condotti molti studi su animali prepuberi che 
hanno portato alla nascita di vitelli e agnelli vitali (O'Brien et al. 1996, 
Ptak et al. 1999). Tuttavia il successo della maturazione in vitro 
(IVM) e della fecondazione in vitro (IVF) di ovociti prelevati prima 
del raggiungimento della pubertà è stato spesso occasionale (Gandolfi, 
Vassena and Lauria 2000). Le basse percentuali di fecondazione e 
normale sviluppo di ovociti di bovino (Palma, Tortonese and Sinowatz 
2001), capra (Martino et al. 1995), scrofa (Pinkert et al. 1989) e 
pecora (Ledda et al. 1999) prepuberi sono stati attribuiti a un 
incompleto o difettoso raggiungimento da parte dell’ovocita, prima 
e/o durante la fecondazione, della competenza allo sviluppo.  
Nel bovino e ovino, gli ovociti provenienti da soggetti prepuberi 
hanno mostrato differenti performance in termini di produzione 
embrionale e gravidanze rispetto a quelli di adulto (O'Brien et al. 
1997, Ledda et al. 1997). Osservazioni condotte sull’ovocita di ovino 
prepubere hanno evidenziato una riduzione delle dimensioni, del 
numero di mitocondri e di granuli corticali, un minore contenuto in 
ATP, un ridotto metabolismo energetico, una limitata sintesi proteica, 
una tendenza all’attivazione partenogenetica, un’alta percentuale di 
polispermia dopo fertilizzazione, una limitata produzione embrionale 
ed una elevata perdita embrionale dopo trasferimento (O'Brien et al. 
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1996, Ledda et al. 1997, Ledda et al. 1999, Ptak et al. 1999, Kochhar 
et al. 2002, Leoni et al. 2015) 
 
La vitrificazione  
La capacità di preservare e migliorare la potenziale fertilità grazie 
all’utilizzo delle tecnologie nell’ambito della riproduzione assistita 
(ARTs) presenta delle significative implicazioni sia cliniche che 
sociali. Tra le ARTs la crioconservazione delle cellule germinali e dei 
tessuti ovarici permette di preservare l’integrità cellulare attraverso 
l’esposizione a temperature molto basse al fine di arrestare le attività 
biologiche delle cellule fino all’utilizzo clinico (Chamayou et al. 
2015). Le procedure di crioconservazione facilitano i programmi di 
donazione di ovociti e permettono di preservare la fertilità in pazienti 
ad alto rischio di menopausa prematura o prima di trattamenti 
chemioterapici e radioterapici (Amorim, Goncalves and Figueiredo 
2003). Nell’uomo, la crioconservazione bypassa problemi etici, morali 
e legali associati alla crioconservazione degli embrioni (The Practice 
Committees of the American Society for Reproductive and the Society 
for Assisted Reproductive 2013). In campo animale la 
crioconservazione è uno strumento fondamentale sia per incrementare 
la prole di animali ad alto valore genetico che per preservare specie a 
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rischio estinzione (Pukazhenthi and Wildt 2004). Sebbene la prima 
nascita da ovocita umano crioconservato risalga ormai a più di 30 anni 
fa (Chen 1986), la crioconservazione degli ovocita risulta essere una 
procedura ancora da ottimizzare se paragonata alle metodiche di 
conservazione di embrioni e spermatozoi (Saragusty and Arav 2011). 
I danni provocati dalla crioconservazione variano a seconda della 
specie, della qualità dell’ovocita, dall’età del soggetto e dalla 
procedura utilizzata (Saragusty and Arav 2011, Konc et al. 2014, Arav 
and Natan 2013). Le alterazioni più comuni includono cambiamenti a 
livello della zona pellucida (Ghetler et al. 2006), diminuzione della 
selettività della membrana plasmatica, perdita dei microvilli, grave 
disorganizzazione a livello dell’ooplasma, alterazione dei microtubuli 
e dei microfilamenti (Diez et al. 2005), disorganizzazione del fuso, 
aneuploidia (Liu et al. 2003) e frammentazione nucleare (Men et al. 
2003). Tali danni strutturali sono accompagnati da cambiamenti 
funzionali che provocano alterazioni nell’espressione genica, 
decremento del metabolismo e alterazioni dei processi bioenergetici 
(Kopeika, Thornhill and Khalaf 2015). Tra le possibili tecniche di 
crioconservazione, la vitrificazione è quella maggiormente utilizzata 
per gli ovociti sia animali (Mullen and Fahy 2012) che umani (The 
Practice Committees of the American Society for Reproductive and 
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the Society for Assisted Reproductive 2013, Arav and Natan 2013). 
Sebbene siano stati apportati notevoli miglioramenti nei tassi di 
sopravvivenza e fertilizzazione degli ovociti vitrificati, numerose 
variabili possono influenzare il risultato finale. Tra i fattori in grado di 
influenzare la resa della vitrificazione sono presenti i crioprotettori. 
Infatti è stato visto che le differenti combinazioni tra concentrazione e 
tipologia di crioprotettore hanno effetti sui tassi di sopravvivenza, 
sull’attività mitocondriale, sulla competenza allo sviluppo (Seet et al. 
2013), sul contenuto di RNA, sull’integrità e la metilazione del DNA, 
sulla morfologia e sull’integrità del fuso meiotico e sulla 
concentrazione di calcio libero (Pavani et al. 2015, Aye et al. 2010, 
Hu et al. 2012, Herrick 2014). Anche lo stato di ossidazione 
intracellulare è un fattore in grado di influenzare la capacità della 
cellula di sopravvivere alle procedure di crioconservazione (Somfai et 
al. 2007). Infatti la vitrificazione induce dei danni a livello del sistema 
antiossidante endogeno dell’ovocita provocando un conseguente 
aumento dei livelli cellulari di specie reattive dell’ossigeno (ROS) 
(Gupta, Uhm and Lee 2010). I ROS sono noti per essere in grado di 
diminuire il potenziale di sviluppo degli ovociti vitrificati poiché 
causano danno mitocondriale, deplezione di ATP, danni al DNA e 
alterazione nell’oscillazione del calcio durante la fecondazione, 
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apoptosi e blocco dello sviluppo embrionale (Yoneda et al. 2004, 
Favetta et al. 2007). Non è ancora chiaro se il sistema antiossidante 
endogeno sia in grado o no di riprendere la sua attività a seguito di una 
prolungata coltura in vitro.  
La perdita della competenza allo sviluppo degli ovociti è associata alla 
depolimerizzazione della tubulina durante il congelamento, causa 
della distruzione del fuso meiotico e della dispersione dei cromosomi 
(Aman and Parks 1994). In ovociti umani, un fuso meiotico non 
completamente assemblato è accompagnato da dispersione 
cromosomica nel 60% degli ovociti vitrificati. Tale anomalia è 
risultata reversibile solo nel 25-50% dei casi (Pickering et al. 1990). È 
emerso che il fuso meiotico è in grado di riformarsi a seguito di un 
trattamento di crioconservazione (Chen and Yang 2009, Tamura, 
Huang and Marikawa 2013). Tuttavia la finestra temporale utile al 
recupero del fuso meiotico non è illimitata. La durata di questo 
intervallo temporale, che riflette il tempo necessario alla tubulina per 
ripolimerizzarsi, può dipendere dal metodo di crioconservazione 
utilizzato nonché dalla specie utilizzata. È pratica comune utilizzare 
una finestra temporale di 1-3 ore post scongelamento per gli ovociti 
murini, umani e ovini. La finestra temporale di recupero post-
scongelamento dipende dunque dal metodo di crioconservazione, 
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dall’iniziale qualità dell’ovocita, dall’età del soggetto e dalla specie 
(Bromfield et al. 2009, Chen and Yang 2009, Rienzi et al. 2004, Ciotti 
et al. 2009, Asgari et al. 2011). Le attuali conoscenze sulla capacità di 
recupero durante il periodo di incubazione post scongelamento 
risultano essere discordanti e poco dettagliate. 
 
IL CITOSCHELETRO 
Le cellule eucariotiche hanno forme distinte e un elevato grado di 
organizzazione interna. Sono in grado di resistere alla deformazione, 
cambiare forma durante il movimento e trasportare cargo 
intracellulari. Queste proprietà (forma, organizzazione interna e 
movimento) dipendono da una complicata rete di filamenti proteici 
presenti all’interno del citoplasma, che hanno la funzione di “scheletro 
e muscolatura” della cellula eucariotica: il citoscheletro. 
Il citoscheletro svolge tre importanti funzioni: organizza spazialmente 
il contenuto della cellula; connette la cellula (sia a livello fisico che 
biochimico) con l’ambiente esterno; genera e coordina le forze che 
conferiscono alla cellula la capacità di muoversi e di cambiare forma. 
Per svolgere questi compiti il citoscheletro integra l’attività di una 
moltitudine di organelli citoplasmatici e proteine. 
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I due più importanti tipi di filamenti del citoscheletro sono i filamenti 
di actina (talvolta indicati come microfilamenti) e i microtubuli. 
Entrambi sono formati da subunità proteiche globulari che si possono 
associare e disassociare rapidamente nella cellula. Delicati 
meccanismi ne controllano l’assemblaggio attingendo dalla riserva di 
subunità non polimerizzate presenti nel citoplasma. In molte cellule 
animali è presente un terzo tipo di filamenti proteici di diametro 
intermedio fra i filamenti di actina e i microtubuli e che per questo 
vengono detti filamenti intermedi. Tali filamenti sono formati da 
subunità proteiche fibrose e sono più stabili della maggior parte dei 
filamenti di actina e dei microtubuli.  
Tutti e tre sono organizzati in una rete in grado di resistere alla 
deformazione e di riorganizzarsi in risposta a forze esterne; inoltre 
svolgono un ruolo importante nell’arrangiamento e nel mantenimento 
dell’integrità dei compartimenti intracellulari. La polimerizzazione e 
la depolimerizzazione dei filamenti di actina e dei microtubuli genera 
forze che guidano i cambiamenti di forma nella cellula e, in 
combinazione con le proteine motrici che si muovono lungo i 
filamenti di actina e i microtubuli, guidano l’organizzazione delle 
componenti cellulari (Fletcher and Mullins 2010). 
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Oltre a questi tre principali tipi di filamenti proteici, il citoscheletro 
contiene anche molte altre specie di proteine accessorie, che legano i 
filamenti tra loro o ad altri componenti cellulari tra cui la membrana 




I microtubuli (MT) hanno un ruolo organizzativo chiave in tutte le 
cellule eucariotiche. Essi creano un sistema di "rotaie" lungo le quali 
possono spostarsi vescicole, organelli e altri composti cellulari. Grazie 
a questo sistema il citoscheletro tiene ancorati nel citoplasma gli 
organelli e guida il trasporto intracellulare. Il diametro dei MT è di 25 
nm, lo spessore di 5-7 nm. La parete, nella maggior parte dei casi, è 
costituita da 13 protofilamenti longitudinali ciascuno dei quali è 
formato da polimeri lineari di molecole di tubulina disposte in 
ordinate serie longitudinali. Ciascuna molecola di tubulina è a sua 
volta un eterodimero formato da due sub-unità globulari di due 
proteine molto simili, ciascuna di peso molecolare di 55 KDa, dette 
tubulina α e β. Sia la tubulina α che la β presentano diverse isoforme 
la cui espressione varia in ogni organo e tipo cellulare. Per esempio in 
organi come il cervello, tra i più ricchi in tubulina, sono espresse: 
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α1A-, α1B-, α1C-, α4A-, α8-tubulina e β2A/B-, β3-, β4-, β5- tubulina. 
Altre isoforme di tubulina sono state identificate e includono la γ-, δ- 
ed ε-tubulina. Queste ultime sono localizzate nel centrosoma e sono 
coinvolte nella nucleazione dei MT, nella duplicazione del centriolo 
ed in altri eventi cellulari sconosciuti.  
Nella cellula l’associazione di MT viene organizzata da varie strutture 
specializzate che forniscono una base da cui essi possono accrescersi. 
I MT prendono sempre origine da un centro focale detto MTOC 
(centro di organizzazione microtubulare). Uno dei MTOC più noti è il 
centro cellulare o centrosoma che funge da centro di assemblaggio 
grazie alla presenza, nel materiale pericentriolare, di un terzo tipo di 
tubulina, la γ-tubulina. Il processo di assemblaggio dei MT comincia 
con l’associazione dell’estremità β di alcuni dimeri di tubulina αβ ai 
complessi γ ad anello dei MTOC e prosegue per successive aggiunte 
di dimeri αβ. I dimeri di tubulina sono saldamente uniti tra loro da una 
molecola di GTP, che si idrolizza in GDP poco dopo l’aggiunta della 
subunità al MT in allungamento.  
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Un protofilamento ha una polarità strutturale (Fig. 2), terminando ad 
un’estremità con una tubulina α e all’altra con una tubulina β. Poiché 
tutti i protofilamenti sono orientati nello stesso verso, il microtubulo 
nel suo complesso ha la stessa polarità strutturale. Tale polarità 
strutturale comporta che le due estremità del MT presentino una 
diversa velocità di crescita dovuta al fatto che esse possiedono due 
diverse costanti di equilibrio con la tubulina libera. A certe 
concentrazioni di tubulina libera si ha la polimerizzazione ad una 
estremità del MT detta estremità (+) e la contemporanea 
depolimerizzazione all’estremità opposta, ossia l’estremità (-). In 
queste condizioni il MT mantiene una lunghezza costante ma viene 
attraversato da un flusso continuo di molecole di tubulina. Questo 
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fenomeno viene chiamato treadmilling. L’estremità (+) è solitamente 




Fig. 3. Schema descrittivo sulla struttura dei microtubuli e dei meccanismi 




Un’estesa e rapida depolimerizzazione dei MT si verifica per esempio 
quando la cellula entra in mitosi, al momento della dissoluzione 
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dell’involucro nucleare seguita da una rapida ripolimerizzazione per 
formare i MT del fuso.  
Molte disposizioni dei MT nelle cellule sono labili e la funzione di 
alcune di esse dipende proprio da questa labilità. Durante l’interfase ci 
sono dei MT che diffondono dal centro cellulare in tutto il citoplasma 
ma all’inizio della mitosi questi microtubuli citoplasmatici si 
disaggregano e cominciano a formarsi i MT del fuso. Alla fine della 
mitosi il processo si inverte. Con questa dinamica possiamo asserire 
che il fuso mitotico sia una delle strutture cellulari più labili. I MT 
sono fisiologicamente caratterizzati da un’instabilità dinamica che fa 
si che in una popolazione di MT alcuni elementi si accorcino (fino a 
sparire) mentre altri si allunghino proporzionalmente. Il loro 
mantenimento è dovuto all’equilibrio tra la polimerizzazione e la 
depolimerizzazione. Grazie alla loro instabilità hanno la possibilità di 
farsi e disfarsi molto rapidamente, caratteristica molto importante per 
la loro funzione. La variabilità dei MT in tutte le cellule eucariotiche è 
data da almeno tre caratteristiche fondamentali: la presenza di diversi 
isotipi codificati geneticamente e piuttosto conservati tra le specie; 
differenti modificazioni post-traduzionali (PTMs) che danno luogo a 
diverse tipologie di MT; la presenza di proteine motrici associate ad 
essi. I MT quindi appaiono come delle strutture transitorie capaci di 
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dirigere e orientare gli spostamenti intracellulari di particelle o 
molecole (vescicole secretorie che emergono dal reticolo 
endoplasmatico) (Fig. 4) e necessitano di proteine specifiche per 
svolgere le loro attività. Le classi di proteine che interagiscono con la 
tubulina sono principalmente tre: le microtubule-associated proteins 
(MAPs) che si legano alla parete del MT stabilizzandone la struttura, 
mediando le interazioni con le altre strutture cellulari quali filamenti, 
organelli e membrane; le proteine motrici, così chiamate perché 
generano movimento lungo i microtubuli utilizzando energia chimica 
prodotta dall’idrolisi di ATP. Le più rappresentative sono le kinesine e 
le dineine; la terza classe è più eterogenea e include le proteine che 
normalmente non vengono chiamate MAPs ma spesso sono associate 
con i microtubuli tra cui gli enzimi glicolitici, le kinasi, le proteine 
coinvolte nella biosintesi, le proteine che legano i recettori di 
membrana e le ribonucleoproteine che trasportano mRNA 
(Mandelkow and Mandelkow 1995). La presenza delle proteine 
associate ai MT e la presenza di PTMs della tubulina definiscono il 
ruolo del microtubulo all’interno della cellula. La maggior parte delle 
modificazioni a oggi conosciute portano ad una considerevole 
diversità tra microtubuli presenti nelle cellule poiché variano a 
seconda dello sviluppo, dello stadio e del compartimento cellulare. È 
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noto che tali modificazioni non solo influenzano la dinamicità dei 
microtubuli ma anche la loro organizzazione e interazione con le altre 
componenti cellulari (Song and Brady 2015). 
 
 
Fig. 4. Illustrazione schematica circa le funzioni svolte nella cellula attraverso 




Modificazioni post-traduzionali della tubulina  
Le modificazioni post-traduzionali della tubulina (PTMs) assieme 
all’espressione delle varie isoforme di tubulina permettono ai MT di 
svolgere le diverse funzioni all’interno della cellula. Tali 
modificazioni possono essere riscontrate sia individualmente che 
combinate tra loro ma anche associate a specifici complessi proteici 
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che regolano determinati organuli cellulari. Il ruolo delle PTMs non è 
stato ancora del tutto chiarito ma è noto che esse svolgono il loro 
compito in primo luogo sulle funzioni cellulari basate sulla struttura e 
sulla stabilità dei MT. Infatti possono svolgere un ruolo diretto sulla 
struttura del microtubulo ma anche indiretto a causa della regolazione 
delle proteine ad essi associate come le severing proteins, le proteine 
motrici e le microtubule plus-end tracking proteins (+TIPs). Nel caso 
delle proteine motrici è possibile che le PTMs servano da binario per 
“dirigere il traffico polarizzato” come ad esempio avviene per il flusso 
assonale/dendritico nelle cellule neuronali. La maggior parte delle 
modificazioni si verifica sui microtubuli piuttosto che sulla tubulina 
non polimerizzata; infatti nei microtubuli più stabili e longevi si 
accumulano più modificazioni che svolgono un ruolo chiave nelle 
funzioni specifiche svolte da tale tipologia di microtubulo (Hammond, 
Cai and Verhey 2008). Le PTMs sono molteplici ma le più conosciute 
e studiate sono: tirosinazione/detirosinazione, Δ2 modificazione, 
acetilazione, poliglutamilazione, poliglicilazione, fosforilazione, 
palmitoilazione, glicosilazione e glicazione. La maggior parte di 
queste modificazioni avviene all’estremità carbossilica (C-term) del 
dimero α-β di tubulina che risulta essere localizzato nella parte esterna 
del microtubulo ovvero la parte di esso che interagisce con le altre 
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proteine. Più dettagliatamente la regione C-term dell’α- tubulina, che 
consiste in circa 15 residui aminoacidici rappresenta l’aggancio per 
molteplici PTMs ed è coinvolta nel legame delle MT-interacting 
proteins. Al contrario molte meno PTMs sfruttano come accettore la 
regione C-term della β-tubulina. L’acetilazione, la 
tirosinazione/detirosinazione, la Δ2 modificazione e la 
palmitoilazione, risultano essere presenti solo ed esclusivamente 
sull’α-tubulina, mentre la glutamilazione/deglutamilazione, la 
poliglutamilazione, la poliglicilazione, la poliamilazione, la 
glicosilazione, la glicazione e la fosforilazione risultano essere 
presenti non solo sull’α-tubulina ma anche sulla β (Fig. 5). 
 
 
Dott.ssa Elisa Serra, “Indagine sulle modificazioni post-traduzionali della tubulina e 
caratterizzazione funzionale dell’ovocita di ovino adulto e prepubere maturato in vitro e 
vitrificato”, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, Indirizzo Riproduzione, Patologia, 
Allevamento e Benessere Animale, Università degli Studi di Sassari. 25 
 
Fig. 5. Illustrazione circa le principali modificazioni post-traduzionali della 
tubulina. Da J. Cell. Sci, 2017, modificato.  
 
 
Diversi studi hanno evidenziato che i microtubuli sono modificati in 
maniera eterogenea, con le PTMs distribuite lungo il microtubulo o 
concentrate in particolari domini, aggiungendo così un livello di 
complessità alla struttura microtubulare. Infatti assegnare ad ogni 
modificazione un ruolo ben preciso risulta essere alquanto complesso 
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poiché ogni microtubulo può avere modificazioni multiple presenti su 
ogni singolo dimero (Song and Brady 2015).  
 
Tirosinazione/ detirosinazione/ modificazione Δ2  
Tutte le molecole di α-tubulina nascono tirosinate. L’α-tubulina 
tirosinata (Tyr-T) forma eterodimeri con la β-tubulina dando origine ai 
microtubuli. Dopo l’assemblaggio dei MT, la tirosina viene rimossa 
dal C-term dell’α-tubulina tramite una carbossipeptidasi (TTCP 
tubulin tyrosine carboxypepetidase), esponendo un residuo di acido 
glutammico e dando origine alla tubulina detirosinata (Detyr-T). La 
reazione inversa, ovvero l’aggiunta di un residuo tirosinato al C-term 
glutammato dell’α-tubulina, richiede eterodimeri solubili di tubulina 
ed è catalizzata dalla tubulin tirosin ligasi (TTL) (Song and Brady 
2015). La rimozione del penultimo residuo di acido glutammico dal 
C-term dell’α-tubulina porta alla formazione della Δ2 tubulina che 
non è più un substrato della TTL e di conseguenza esce dal ciclo di 
tirosinazione (Westermann and Weber 2003) in quanto, a differenza 
della detirosinata, rappresenta una modificazione che non può più 
essere re-tirosinata. Dunque la TTL predilige come substrato i dimeri 
di tubulina liberi mentre la TTCP predilige i polimeri. Infatti la 
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detirosinazione dell’ α-tubulina avviene dopo l’assemblaggio dei 
microtubuli.  
Sebbene la detirosinazione non sia la causa diretta della 
stabilizzazione dei microtubuli, è una modificazione caratteristica di 
questi microtubuli e per questo viene utilizzata come marker di 
microtubuli altamente stabili e assemblati da lungo tempo, come ad 
esempio quelli che caratterizzano gli assoni dei neuroni (Westermann 
and Weber 2003). La detirosinazione è importante per la 
coordinazione di differenti elementi del citoscheletro come per 
esempio i filamenti intermedi che si è visto allinearsi in maniera 
preferenziale con i microtubuli detirosinati (Westermann and Weber 
2003). La modificazione Δ2 è abbondante nel cervello e in particolare 
nei neuroni differenziati piuttosto che nelle cellule della glia (Paturle 
et al. 1989). Negli altri tipi cellulari appare essere confinata alle 




L’acetilazione è una modificazione post-traduzionale della tubulina 
che coinvolge il residuo lisina-40 (Lys-40) dell’α-tubulina situato 
all’interno del lume del microtubulo. Non è stato ancora compreso 
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come tale modificazione interna al microtubulo possa influenzare le 
attività del microtubulo che si svolgono nella sua faccia 
citoplasmatica. L’N-acetyltransferase complex, ossia N-
acetyltransferase 1 (NAT1) + arrest defective 1 (ARD1), media 
l’acetilazione della tubulina. Due enzimi sono responsabili della 
deacetilazione: HDAC6 (istone deacetilasi 6) e SIRT2 (sirtuina 2). 
HDAC6 colocalizza con i MT ed è coinvolta nella deacetilazione di 
molti target come la tubulina, la cortactina e la Heat shock protein 90. 
SIRT2 ha una localizzazione citoplasmatica e co-localizza anch'essa 
con i MT.  
L’acetilazione dell’α-tubulina sulla Lys-40 (Ac-T) è molto comune e 
può essere riscontrata nei microtubuli stabili in molti tipi cellulari. 
Lavori recenti suggeriscono che l’Ac-T giochi un ruolo chiave nel 
trasporto intracellulare basato sulle proteine motrici nei mammiferi. 
Infatti, si è visto, che la Kinesina-1 lega con alta affinità i microtubuli 
acetilati (Hammond et al. 2008). 
 
Poliglutamilazione 
La poliglutamilazione è una modificazione inusuale poiché coinvolge 
l’aggiunta da 1 a 6 unità glutammiche sulla α - e β-tubulina che 
possiedono la stessa sequenza amminoacidica al C-terminale. La 
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poliglutamilazione è stata rilevata sia in Tyr-T che in Detyr-T 
indicando che questa modificazione non è associata alla stabilità dei 
MT né ai cicli di tirosinazione. È stato suggerito che tale 
modificazione post-traduzionale giochi un ruolo nell’associazione dei 
MT con le MAPs e le proteine motrici perché i C-term dell’α e della 
β-tubulina sono esposti sulla superficie esterna dei MT.  
Anche la poliglicilazione è una polimodificazione della tubulina e 
anch’essa coinvolge il gruppo carbossile dei siti multipli di Glu nell’α- 
e nella β-tubulina. L’enzima glutamilasi, che catalizza la 
glutamilazione, appartiene alla famiglia degli enzimi che contengono 
un dominio tyrosine ligase-like (TTLL). Sia la poliglutamilazione che 
la poliglicilazione sono reazioni reversibili anche se gli enzimi 
responsabili non sono ancora del tutto noti (Hammond et al. 2008). 
 
LA TUBULINA NEGLI OVOCITI 
Nei mammiferi durante l’ovogenesi e la maturazione dell’ovocita 
avvengono una serie di alterazioni coordinate a livello cronologico 
nella disposizione dei cromosomi e dei microtubuli. Una transizione 
tempestiva del pool di tubulina citoplasmatica in fuso meiotico e 
microtubuli citoplasmatici comporta la competenza nell’assemblaggio 
del centrosoma e la sua capacità di nucleare i microtubuli. Questo 
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sottolinea il ruolo chiave della tubulina nella maturazione nucleare e 
negli eventi di progressione meiotica sia della meiosi I che della 
meiosi II (Albertini 1992). Per far sì che ciò avvenga nella maniera 
corretta in interfase i microtubuli devono sparire e l’assemblaggio 
della tubulina deve avvenire nella zona spazialmente limitata al fuso 
durante la condensazione della cromatina e il conseguente 
allineamento dei cromosomi. In letteratura sono presenti molti studi 
che mostrano significativi cambiamenti citoscheletrici durante la 
fertilizzazione e i primi stadi di sviluppo embrionale (Schatten, 
Simerly and Schatten 1985); al contrario pochi studi esaminano il 
comportamento dei microtubuli dell’ovocita maturo e quelli presenti 
sono concentrati principalmente sui roditori (Wassarman and Fujiwara 
1978). Negli ovociti di topo (Messinger and Albertini 1991), di suino 
(Kim et al. 1996) e di ovino (Le Guen and Crozet 1989) il fuso ha la 
tipica conformazione a botte e i microtubuli sono visibili solo ed 
esclusivamente a livello del fuso (Fig. 6). Negli ovociti maturi di 
capra (Velilla et al. 2005), di cavallo (Tremoleda et al. 2001) e di 
bovino (Kim et al. 2000, Navara, First and Schatten 1994) i 
microtubuli sono distribuiti sia a livello del fuso meiotico che del 
globulo polare. Il fuso meiotico è simmetrico, con la tipica forma a 
botte.  
Dott.ssa Elisa Serra, “Indagine sulle modificazioni post-traduzionali della tubulina e 
caratterizzazione funzionale dell’ovocita di ovino adulto e prepubere maturato in vitro e 
vitrificato”, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, Indirizzo Riproduzione, Patologia, 
Allevamento e Benessere Animale, Università degli Studi di Sassari. 31 
 
Fig. 6. Immunofluorescenza indiretta con α-tubulina totale che evidenzia la tipica 
conformazione a botte del fuso meiotico negli ovociti di pecora (A) e agnella (B).  
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Modificazioni post-traduzionali della tubulina negli ovociti  
Le PTMs della tubulina sono state studiate a fondo nelle cellule 
somatiche nelle quali disfunzioni in tali modificazioni possono portare 
a patologie come cancro, diabete, malattie cardiache e 
neurodegenerative (Schatten and Sun 2011). Non è stato però ancora 
del tutto chiarito il loro ruolo nelle cellule riproduttive poiché le 
informazioni riguardo le PTMs negli ovociti e negli embrioni sono 
ancora molto scarse. Le modificazioni post-traduzionali della tubulina 
che sono state maggiormente studiate nelle cellule riproduttive sono 
l’acetilazione, la tirosinazione e la detirosinazione. Tali PTMs giocano 
un ruolo nella dinamicità e stabilità dei microtubuli, nell’interazione 
con le altre proteine e nell’associazione con le proteine motrici che 
hanno il compito di trasportare molecole e organuli all’interno del 
citoplasma (Schatten and Sun 2014). La distribuzione delle 
modificazioni post-traduzionali della tubulina è stata ampiamente 
studiata negli ovociti di topo. È stato messo in evidenza che in 
metafase II la tubulina tirosinata e la tubulina acetilata sono presenti 
nei microtubuli del fuso mentre risulta essere assente la tubulina 
detirosinata (de Pennart, Houliston and Maro 1988). 
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DISEGNO SPERIMENTALE 
Questa tesi di dottorato si è articolata in due fasi sperimentali.  
1. Studio delle modificazioni post-traduzionali della tubulina in 
ovociti di ovino maturati in vitro. 
La prima fase di questa tesi ha avuto come obiettivo quello di 
comprendere la morfologia del citoscheletro microtubulare e indagare 
sulla presenza/assenza delle PTMs della tubulina più frequenti nelle 
cellule eucariotiche, in ovociti di ovino, sia adulto che prepubere, 
maturati in vitro (IVM).  
A tale scopo sono stati utilizzati 289 ovociti di pecora e 321 ovociti di 
agnella. Tali ovociti sono stati sottoposti ad una immunofluorescenza 
indiretta con i seguenti anticorpi: anti-α-tubulina totale, anti-α-tubulina 
acetilata, anti-α-tubulina tirosinata, anti-α-tubulina detirosinata, anti 
tubulina poliglutamilata e anti-tubulina Δ2. 
 
2. Studio dello stato morfologico e funzionale di ovociti vitrificati 
di ovino adulto e prepubere durante la coltura in vitro post 
scongelamento 
Nella seconda fase sperimentale gli ovociti maturati in vitro, sia di 
pecora che di agnella, sono stati sottoposti ad una procedura di 
vitrificazione, al fine di valutare il comportamento delle PTMs della 
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tubulina e altri parametri funzionali come l'attività mitocondriale e la 
condizione ossidativa a seguito di stoccaggio a basse temperature. Gli 
ovociti crioconservati sono stati scongelati e incubati a specifici punti 
di prolungata incubazione (0, 2, 4 e 6 ore) sotto le stesse condizione di 
coltura in vitro. Un totale di 463 ovociti di pecora e 466 ovociti di 
agnella sono stati sottoposti ad immunofluorescenza con gli anticorpi 
che hanno mostrato positività durante la prima fase sperimentale (anti- 
α-tubulina totale, anti- α-tubulina acetilata, anti- α-tubulina tirosinata). 
Per caratterizzare il gamete dal punto di vista energetico, funzionale e 
metabolico 200 ovociti di pecora e 215 ovociti di prepubere sono stati 
incubati con due sonde a fluorescenza per la valutazione della 
distribuzione e dell’attività dei mitocondri e dei livelli intracellulari di 
ROS. Per determinare la competenza allo sviluppo in vitro sono state 
condotte delle prove di fecondazione in vitro (IVF) sia su ovociti 
freschi (ovociti di pecora n=76; ovociti di agnella n=70) che su ovociti 
vitrificati (ovociti di pecora n=366; ovociti di agnella n=138). Si 
precisa che le prove di fecondazione in vitro degli ovociti vitrificati di 
agnella sono state effettuate solamente a 0 e 2 ore di incubazione post 
scongelamento anziché a 0, 2, 4 e 6 ore. Questa scelta è stata dettata 
dagli alti tassi di attivazioni partenogenetiche e alterazioni 
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morfologiche del fuso meiotico negli ovociti vitrificati di prepubere 
durante la prolungata coltura in vitro post scongelamento.  
 
MATERIALI E METODI  
Raccolta degli ovociti e maturazione in vitro 
Le ovaie di pecora adulta (4-6 anni) e agnella prepubere (30-40 giorni) 
di razza sarda sono state recuperate presso i mattatoi locali e 
trasportate il laboratorio entro 1-2 ore dal prelievo, utilizzando una 
soluzione di PBS (Dulbecco Phosphate Buffered Saline) e antibiotici a 
27°C. Dopo tre lavaggi con il PBS i follicoli presenti sono stati rotti 
con l’ausilio di un bisturi e il loro contenuto rilasciato nel medium di 
dissezione TCM199 (con Sali di Earle e bicarbonato), addizionato con 
HEPES 25mmol, penicillina 0.1g/L, streptomicina 0.1g/L, alcol 
polivinilico (PVA) 0.1% (w/v).  
I complessi cumulo-ovocita (COCs) recuperati sono stati poi 
selezionati in base ai seguenti criteri morfologici: almeno 4-10 strati di 
cellule della granulosa, uniformità del citoplasma, distribuzione 
omogenea delle gocce lipidiche ed un diametro di almeno 90 μm.  
I COCs selezionati sono stati lavati per tre volte nel medium di 
dissezione e maturati in vitro in TCM199, addizionato con il 10% di 
siero di pecora in estro (OSS), FSH/LH 1 UI/ml, cisteamina 100 μM, 
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piruvato 8 mg/mL. 35-40 COCs sono stati posti in 500 μL di medium 
di maturazione in piastre da coltura a 4 pozzetti e coperti con 300 μL 
di olio minerale e coltivati per 24 ore in 5% di CO2 in aria a 39°C.  
Le ovaie di agnella sono state recuperate nell’arco di tutto l’anno, 
come quelle di pecora, anche se in autunno (novembre) e in primavera 
(marzo) le possibilità di reperire maggiori quantità di materiale 
aumentano sensibilmente. Questo aspetto è legato alla tradizione della 
nostra Isola, dove il consumo di carne di agnello si intensifica nei 
periodi di Natale e Pasqua.  
 
Immunofluorescenza indiretta per la rilevazione della tubulina e 
delle sue modificazioni post-traduzionali  
Gli ovociti maturati in vitro, sono stati fissati in una soluzione 
contenente paraformaldeide al 2% e Triton-X-100 allo 0.1% per 1 ora 
a 4°C. Una volta fissati e permeabilizzati gli ovociti sono stati 
conservati in una soluzione di PBS/2% FCS per al massimo una 
settimana prima di essere processati per l’immunofluorescenza.  
L’immunofluorescenza indiretta è stata eseguita con l’incubazione 
seriale dell’anticorpo primario e secondario (1 ora a 37°C per ciascun 
anticorpo) seguita da tre lavaggi di 15 minuti in agitazione in PBS/2% 
FCS dopo ogni anticorpo.  
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Al fine di evidenziare quali PTMs della tubulina fossero presenti, sono 
stati impiegati i seguenti anticorpi primari: anti α-tubulina totale 
(monoclonale, clone DM1A, 1:1,000, Sigma-Aldrich); anti α-tubulina 
tirosinata (monoclonale, clone TUB-1A2, 1:1,000, Sigma-Aldrich); 
anti α-tubulina detirosinata (monoclonale, 1:1,000, Chemicon-
Millipore, USA); anti α-tubulina acetilata (monoclonale, clone 6-11B-
1, 1:1,000, Sigma-Aldrich); anti α-tubulina poliglutamilata 
(monoclonale, clone B3, 1:1,000, Sigma-Aldrich); anti tubulina Δ2 
(monoclonale, 1:1,000, Chemicon-Millipore, USA). 
Gli anticorpi secondari utilizzati sono: anti-rabbit e anti-mouse 
fluorescein isothiocyanate-conjugated (FITC- AlexaFluor 488, 
Invitrogen,). 
Dopo l’incubazione con l’anticorpo secondario gli ovociti sono stati 
lavati per 3 volte in PBS/2% FCS in agitazione per 15 minuti e 
montati su un vetrino in un medium contenente il 50% di glicerolo, 
2.5 mg/ml di sodium azide e 1 mg/ml Hoechst 33342 utilizzando dei 
cuscinetti di vasellina per evitare la compressione dei campioni.  
Il rilevamento della fluorescenza emessa è stato effettuato con 
l’utilizzo di un microscopio confocale Leica TCS SP5 CLSM 
equipaggiato con un laser a ioni di argon con λ 488 nm e un filtro B-2 
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A (ex 495 nm; em 519 nm) e dotato del software LAS Lite 170 per la 
gestione delle immagini.  
 
Valutazione della distribuzione e dell’attività dei mitocondri e dei 
livelli di ROS intracellulari 
Gli ovociti sono stati sottoposti ad una tripla colorazione con 
MitoTracker Red CM-H2XRos (MT-Red) (Molecular Probes, Inc., 
Eugene, OR, USA), 2′,7′ -dichlorodihydrofluorescein diacetate 
(H2DCF-DA) (Molecular Probe, Eugene, OR, USA) e Hoechst 33342. 
MT-Red è una sonda fluorescente specifica per i mitocondri la cui 
forma ridotta è un derivato della dihydro-X-rodamine che viene 
velocemente sequestrato solo dai mitocondri attivi in relazione al loro 
stato ossidativo. L’utilizzo della sonda a fluorescenza MitoTracker 
Red rileva la presenza di mitocondri funzionali poiché la sonda viene 
sequestrata all’interno dei mitocondri che sono in grado di respirare 
attivamente (De los Reyes et al. 2010).  
La sonda molecolare H2DCF-DA è specifica per i ROS; all’interno 
della cellula viene esterificata da parte di una esterasi intracellulare in 
H2DCF che a sua volta viene ossidata a DCF da parte dei ROS 
intracellulari. Al fine di evidenziare il DNA abbiamo impiegato il 
Blue di Hoechst 33342.  
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Gli ovociti sono stati incubati per 30 min a 38.5°C in PBS/20% FCS 
con MT-Red 500 nM (stock solution: 100 μM in DMSO). Dopo 
l’incubazione sono stati effettuati tre lavaggi in PBS/20% FCS, dopo 
di che si è proceduto ad una incubazione per 15 min nello stesso 
medium contenente H2DCF-DA 5μM. 
Dopo l’esposizione con le sonde gli ovociti sono stati lavati tre volte 
in PBS/2%FCS e fissati con una soluzione di glutaraldeide al 2.5% in 
PBS per circa 1 ora, poi lavati tre volte con PBS/2% FCS e valutati. 
Gli ovociti sono stati montati in un vetrino con un medium contenente 
il 50% di glicerolo, 2.5 mg/ml di sodium azide e 1 mg/ml Hoechst 
33342 utilizzando dei cuscinetti di vasellina per evitare la 
compressione dei campioni.  
Il rilevamento della fluorescenza emessa è stato effettuato con 
l’utilizzo del microscopio confocale. Per la valutazione dei mitocondri 
i campioni sono stati osservati con il laser multiphoton per rilevare il 
MitoTracker Red CM-H2XRos (ex: 579 nm; em: 599 nm). Un laser a 
ioni di argon con λ 488 nm e un filtro B-2 A (ex 495 nm; em 519 nm) 
è stato utilizzato per evidenziare la DCF (Wu and Yotnda 2011). 
Ogni ovocita è stato esaminato lungo l’asse z in circa 30 piani focali 
seriali da 3 µm di spessore ciascuno. Le impostazioni del microscopio 
e del fotomoltiplicatore sono state mantenute costanti per tutti gli 
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esperimenti. Anche in questo caso, l’acquisizione, la gestione, l’analisi 
delle immagini e la quantificazione dell'intensità di fluorescenza, è 
stata fatta con il software Leica LAS AF Lite (Leica Microsystems 
GmbH, Wetzlar, Germany). 
 
Vitrificazione degli ovociti  
La procedura di vitrificazione è stata applicata seguendo il Minimum 
Essential Volume Method (Kuwayama et al. 2005) con alcune 
modifiche (Succu et al. 2011). 
Dopo la maturazione, gli ovociti sono stati equilibrati in un medium 
base (BM) contenente PBS senza Ca2+ e Mg2+ al 20% siero fetale 
bovino (FCS) a 39°C per 2 minuti. Quindi gli ovociti sono stati 
trasferiti per 3 minuti in una soluzione di equilibratura contenente 
7.5% (v/v) di dimetilsolfossido (DMSO) e 7.5% (v/v) di glicole 
etilenico (EG) in medium base e trasferiti nella soluzione di 
vitrificazione (VS) contenente 16.5% DMSO (v/v), 16.5% EG (v/v) e 
trealosio 0.5M in BM. Gli ovociti così trattati, sono stati poi caricati 
sul cryotop in un numero non superiore a 5 e immersi direttamente 
nell’azoto liquido il tutto entro 20-25 secondi.  
Per riportare gli ovociti vitrificati alla temperatura biologica, il 
contenuto del cryotop é stato trasferito dall’azoto liquido direttamente 
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in una goccia di 200 μl di trealosio 1.25 M in BM per 1 minuto a 
38°C. Per promuovere la fuoriuscita dei crioprotettori, gli ovociti sono 
stati trasferiti gradualmente in gocce da 200 μl di trealosio a 
concentrazioni decrescenti (0.5M, 0.25M e 0.125M in BM) per 30 
secondi prima di essere equilibrati per 10 minuti in BM.  
 
Determinazione della competenza allo sviluppo  
Seme congelato proveniente da un singolo eiaculato di un singolo 
ariete è stato utilizzato per tutti gli esperimenti. Il sistema di 
fertilizzazione in vitro è composto da 300 µL di synthetic oviductal 
fluid (SOF) addizionato con il 2% di siero di pecora in estro (OSS) e 
spermatozoi motili selezionati con lo swim-up ad una concentrazione 
di 1x106 spermatozoi/mL, ricoperti con un film di olio minerale in 
piastre da coltura four-well con in media 25 ovociti per pozzetto a 
39°C in 5% CO2, 5% O2 and 90% N2. 24 ore dopo la fertilizzazione è 
stato registrato il numero degli ovociti divisi, che mostravano due o 
più distinti blastomeri. Gli embrioni divisi sono stati trasferiti in un 
sistema di coltura composto da SOF addizionato con albumina sierica 
bovina (BSA) 4 mg/mL e aminoacidi essenziali e non essenziali a 
concentrazione oviduttale, e mantenuti in atmosfera umida a 39°C, 5% 
Dott.ssa Elisa Serra, “Indagine sulle modificazioni post-traduzionali della tubulina e 
caratterizzazione funzionale dell’ovocita di ovino adulto e prepubere maturato in vitro e 
vitrificato”, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, Indirizzo Riproduzione, Patologia, 
Allevamento e Benessere Animale, Università degli Studi di Sassari. 42 
O2, 5% CO2. La formazione di blastocisti è stata registrata dal sesto al 
nono giorno di coltura. 
 
Analisi statistica 
Le differenze nell’intensità della fluorescenza delle PTMs della 
tubulina tra gli ovociti freschi di pecora e di agnella ottenute con il 
microscopio confocale sono state analizzate con ANOVA dopo 
l’analisi per l’omogeneità della varianza con il Levene’s test.  
Le differenze tra il tasso di divisione, lo sviluppo di blastocisti, 
l’intensità della fluorescenza dei livelli di ROS, dei mitocondri e della 
tubulina ottenuti con il microscopio confocale in ovociti di pecora ed 
agnella freschi e vitrificati sono stati analizzati con il metodo General 
Linear Model (GLM) dove: Y = µ + gruppo (fresco vs vitrificato) + 
specie (agnella vs pecora) + gruppo x specie. Il gruppo e la specie 
sono stati considerati come fattori fissi. 
Le differenze tra il tasso di divisione, lo sviluppo di blastocisti, 
l’intensità della fluorescenza dei livelli di ROS, dei mitocondri e della 
tubulina ottenuti con il microscopio confocale in ovociti di pecora ed 
agnella vitrificati a diversi tempi di incubazione post-ripristino della 
temperatura (0, 2, 4, 6 ore) sono stati analizzati con il metodo General 
Linear Model (GLM) dove: Y = µ + specie (agnella vs pecora) + 
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tempo di incubazione + specie x tempo di incubazione. La specie ed il 
tempo di incubazione sono stati considerati come fattori fissi. In 
entrambi i casi, il metodo utilizzato per discriminare tra le medie è 
stato il Fisher’s least-significant-difference (l.s.d.) procedure. Tutti i 
risultati sono espressi come ± S.E.M. 
Il fenotipo dei mitocondri attivi, le anomalie del fuso meiotico, le 
anomalie della cromatina e i tassi di attivazione partenogenetica sono 
stati analizzati utilizzando il chi square test (χ2). Le analisi statistiche 
sono state eseguite con il software Minitab® 18.1 (2017 Minitab) e la 




1. Studio delle modificazioni post-traduzionali della tubulina in 
ovociti di ovino maturati in vitro 
L’osservazione degli ovociti attraverso l’immunofluorescenza 
indiretta e l'analisi con il microscopio confocale ci ha permesso di 
osservare diversi pattern di immunofluorescenza per ciascuna 
modificazione post-traduzionale della tubulina valutata. Infatti 
abbiamo rilevato una chiara ed evidente immunopositività per l’α -
Dott.ssa Elisa Serra, “Indagine sulle modificazioni post-traduzionali della tubulina e 
caratterizzazione funzionale dell’ovocita di ovino adulto e prepubere maturato in vitro e 
vitrificato”, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, Indirizzo Riproduzione, Patologia, 
Allevamento e Benessere Animale, Università degli Studi di Sassari. 44 
tubulina totale, l’α-tubulina tirosinata e l’α-tubulina acetilata a livello 
del fuso meiotico sia negli ovociti di pecora che di agnella.  
In ovociti in MII di pecora la quantificazione nell’intensità di 
fluorescenza tra la tubulina acetilata e la tubulina tirosinata non ha 
mostrato differenza significativa (P=0.6281) (Fig. 7). In contrasto, in 
ovociti in MII di agnella, l’intensità del segnale emesso dalla tubulina 
acetilata è risultato statisticamente più elevato di quello osservato per 
la tubulina tirosinata (P=0.018) (Fig. 8). Sebbene la quantificazione 
della fluorescenza emessa per l’α-tubulina tirosinata non abbia 
mostrato differenza significativa tra gli ovociti di agnella e di pecora, 
il P value (P=0.0584) non si allontanava fortemente dal valore di 
riferimento (P≤ 0.05) (Fig. 9A). Per quanto concerne l’α-tubulina 
acetilata non si apprezzavano differenze statisticamente significative 
tra gli ovociti di pecora e agnella (P=0.7947) (Fig. 9B). 
Come spiegato nella sezione Materiali e Metodi, il campionamento 
degli ovociti di agnella è stato eseguito durante tutto l’arco dell’anno 
ma nei mesi di marzo e novembre, grazie alle tradizioni dell’Isola, si è 
avuta la possibilità di reperire maggiori quantità di materiale. La 
valutazione dell’immunopositività per l’α -tubulina acetilata e per l’α-
tubulina tirosinata negli ovociti di agnella ha evidenziato che 
l’intensità della fluorescenza, sia per l’α-tubulina tirosinata (Fig. 10) 
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che per l’α-tubulina acetilata (Fig. 11), è statisticamente più alta in 
primavera che in autunno (P=0.0000). In primavera non si sono 
evidenziate differenze significative nell’emissione di fluorescenza tra 
l’α-tubulina acetilata l’α-tubulina tirosinata (P=0.2526) (Fig. 12A). Al 
contrario, in autunno l’intensità della fluorescenza per l’α -tubulina 
acetilata è statisticamente più alta di quella osservata per l’α-tubulina 
tirosinata (P=0.002) (Fig. 12B).  
Per quanto riguarda l’α-tubulina detirosinata, la tubulina 
poliglutamilata e la Δ2-tubulina non è stata rilevata alcuna emissione 
di fluorescenza né nell’adulto (Fig. 13) né nel prepubere (Fig. 14), e 
sono state quindi considerate come non presenti. 
Sfruttando l’immunopositività per l’α-tubulina totale abbiamo 
proceduto anche alla misurazione del fuso meiotico utilizzando tre 
parametri: area, lunghezza polo-polo e larghezza (Franciosi et al. 
2017). Non abbiamo riscontrato differenze statisticamente 
significative per i tre parametri valutati (area, P=0.4019; lunghezza 
polo-polo, P=0.3636; larghezza, P=0.2529) nel confronto tra ovociti in 
MII di pecora e agnella (Fig. 15).  
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Fig. 7. In alto immagini rappresentative dell’immunofluorescenza per α-tubulina 
tirosinata e acetilata in ovociti IVM di pecora. Barra 10µm. Il grafico sottostante 
evidenzia l’equilibrio tra le PTMs della tubulina in ovociti IVM di pecora 
(ANOVA P=0.6281).  
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Fig. 8. In alto immagini rappresentative dell’immunofluorescenza per α-tubulina 
tirosinata e acetilata in ovociti IVM di agnella. Barra 10µm. Nel grafico 
sottostante viene evidenziata la mancanza di equilibrio tra le PTMs della tubulina 
in ovociti IVM di agnella. Lettere diverse indicano differenze statisticamente 
significative (ANOVA P=0.018). 
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Fig. 9. Grafico relativo alla valutazione dell'intensità di fluorescenza per l’α-
tubulina tirosinata (A) e l’α-tubulina acetilata (B) in ovociti IVM di adulto e 
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Fig. 10. In alto, immagini rappresentative di fluorescenze per α-tubulina tirosinata 
effettuate su ovociti IVM di agnella prelevati in autunno (A) e primavera (B). 
Barra 10μm. Il grafico sottostante evidenzia il trend di intensità legato alla 
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Fig. 11. In alto immagini rappresentative di fluorescenze per α-tubulina acetilata 
effettuate su ovociti IVM di agnella prelevati in autunno (A) e primavera (B). 
Barra 10μm. Il grafico sottostante evidenzia il trend di intensità legato alla 
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Fig. 12. PTMs della tubulina in ovociti IVM di agnella durante il periodo 
primavera (A) e autunno (B). Lettere diverse indicano differenze statisticamente 
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Fig. 13. Immagini rappresentative delle PTMs della tubulina assenti in ovociti 
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Fig. 14. Immagini rappresentative delle PTMs della tubulina assenti in ovociti 
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Fig. 15. A sinistra immagini rappresentative della misurazione del fuso meiotico 
in ovociti IVM di pecora e agnella. Barra 10 μm. A destra i grafici mostrano 
l’assenza di differenza nelle dimensioni Larghezza (A), Lunghezza polo-polo (B) 
e Area (C) in ovociti IVM di adulto e prepubere. (A: ANOVA P=0.4019; B: 
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2. Studio dello stato morfologico e funzionale di ovociti vitrificati 
di ovino adulto e prepubere durante la coltura in vitro post 
scongelamento 
In questa seconda fase sperimentale, gli ovociti di adulto e prepubere 
maturati in vitro sono stati utilizzati come controllo (CTR). Gli ovociti 
CTR e gli ovociti vitrificati analizzati subito dopo lo scongelamento 
(VTR) sono stati comparati in quanto i primi rappresentano i controlli 
non trattati mentre i secondi rappresentano i controlli degli ovociti 
vitrificati.  
Per ogni parametro preso in considerazione è stata effettuata 
un’analisi comparativa tra adulto e prepubere durante le ore di 
incubazione post-scongelamento (0, 2, 4 e 6 ore). Inoltre, all’interno 
dello stesso gruppo (adulto o prepubere) sono state analizzate le 
variazioni dei parametri morfologici e funzionali studiati durante le 6 
ore di prolungata incubazione post-scongelamento. 
 
2.1 
Nell’adulto, negli ovociti controllo l’intensità della fluorescenza 
emessa dalla tubulina tirosinata e dalla tubulina acetilata risulta essere 
significativamente più bassa rispetto ai vitrificati (P = 0.0000) durante 
Modificazioni post-traduzionali della tubulina in ovociti vitrificati 
di adulto e prepubere 
Dott.ssa Elisa Serra, “Indagine sulle modificazioni post-traduzionali della tubulina e 
caratterizzazione funzionale dell’ovocita di ovino adulto e prepubere maturato in vitro e 
vitrificato”, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, Indirizzo Riproduzione, Patologia, 
Allevamento e Benessere Animale, Università degli Studi di Sassari. 56 
le ore di coltura post scongelamento. Negli ovociti di adulto vitrificati 
l’intensità dell’emissione di fluorescenza della tubulina tirosinata 
aumenta in maniera significativa (P=0.0000) a 2 ore di incubazione 
post scongelamento anche se durante il prolungato periodo di 
incubazione non ci sono marcate differenze (Fig. 16). Per quanto 
concerne l’intensità di fluorescenza per la tubulina acetilata, durante 
l’incubazione post scongelamento, aumenta in maniera significativa 
(P=0.0000) tra 0-2 ore e tra 4-6 ore (Fig. 17).  
Nel modello prepubere per quanto concerne l’intensità della 
fluorescenza emessa dalla tubulina tirosinata si evidenzia un aumento 
significativo (P=0.0000) negli ovociti vitrificati durante la coltura post 
scongelamento rispetto al controllo (Fig. 18). Per quanto concerne 
l’intensità dell’emissione di fluorescenza della tubulina acetilata, 
questa aumenta in maniera significativa (P=0.0001) nei vitrificati 
rispetto ai controlli (Fig. 19). Inoltre a 0 ore di coltura in vitro post 
scongelamento risulta maggiormente espressa rispetto a 6 ore.  
La tubulina tirosinata risulta essere significativamente più elevata nei 
VTR rispetto ai CTR sia nell’adulto che nel prepubere (P=0.0000) 
(Fig. 20A). Lo stesso comportamento è stato messo in evidenza 
nell’analisi della tubulina acetilata (P=0.0000) (Fig. 20B).  
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Nel confronto tra adulto e prepubere, per quanto riguarda la 
tirosinazione della tubulina non è stata evidenziata alcuna differenza 
significativa durante le ore di incubazione post scongelamento 
(P=0.111) (Fig. 21A). Mentre per quanto concerne l’intensità della 
fluorescenza per la tubulina acetilata questa risulta significativamente 
più elevata negli ovociti di adulto rispetto al prepubere a 4 e 6 ore di 
incubazione post scongelamento (P=0.0000) (Fig. 21B). 
Nell’adulto la comparazione dell’andamento della tubulina tirosinata e 
della tubulina acetilata durante le ore di incubazione post 
scongelamento, ha evidenziato che a 4 ore si ha il ripristino 
dell’equilibrio tra le due PTMs della tubulina (P=0.0041) (Fig. 22A). 
Al contrario, nel prepubere, con il passare delle ore di incubazione il 
disequilibrio tra le due PTMs della tubulina aumenta in maniera 
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Fig. 16. Immagini rappresentative degli effetti della vitrificazione sull’intensità di 
fluorescenza dell’α-tubulina tirosinata in ovociti di adulto durante l’incubazione 
post scongelamento. Ovociti IVM di pecora sono stati utilizzati come controllo. 
Barra 10μm. Nel grafico sono evidenziate le differenze di intensità durante 
l’incubazione post scongelamento. Lettere diverse indicano differenze 
statisticamente significative (ANOVA P=0.0000). 
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Fig. 17. Immagini rappresentative degli effetti della vitrificazione sull’intensità di 
fluorescenza dell’α-tubulina acetilata in ovociti di adulto durante l’incubazione 
post scongelamento. Ovociti IVM di pecora sono stati utilizzati come controllo. 
Barra 10μm. Nel grafico sono evidenziate le differenze di intensità durante 
l’incubazione post scongelamento. Lettere diverse indicano differenze 
statisticamente significative (ANOVA P=0.0000). 
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Fig. 18. Immagini rappresentative degli effetti della vitrificazione sull’intensità di 
fluorescenza dell’α-tubulina tirosinata in ovociti di prepubere durante 
l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di agnella sono stati utilizzati 
come controllo. Barra 10μm. Nel grafico sono evidenziate le differenze di 
intensità durante l’incubazione post scongelamento. Lettere diverse indicano 
differenze statisticamente significative (ANOVA P=0.0000). 
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Fig. 19. Immagini rappresentative degli effetti della vitrificazione sull’intensità di 
fluorescenza dell’α-tubulina acetilata in ovociti di prepubere durante 
l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di agnella sono stati utilizzati 
come controllo. Barra 10μm. Nel grafico è evidenziata la differenza di intensità 
durante l’incubazione post scongelamento. Lettere diverse indicano differenze 
statisticamente significative (ANOVA P=0.0001). 
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Fig. 20. Intensità di fluorescenza dell’α -tubulina tirosinata (A) e dell’ α-tubulina 
acetilata (B) in ovociti controllo freschi e controllo vitrificati di adulto e 
prepubere. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (A: 
ANOVA P=0.0000; B: ANOVA P=0.0000). 
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Fig. 21. Effetti della vitrificazione sull’intensità di fluorescenza dell’α -tubulina 
tirosinata (A) e dell’α-tubulina acetilata (B) in ovociti di pecora e agnella durante 
la coltura in vitro post scongelamento. L’asterisco indica differenze 
statisticamente significative tra pecora e agnella in ciascun intervallo temporale 
della coltura post scongelamento (A: GLM P=0.111; B: GLM P=0.0000).  
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Fig. 22. Effetti della vitrificazione sulle PTMs della tubulina in ovociti di pecora 
(A) e agnella (B) durante la coltura in vitro post scongelamento. L’asterisco indica 
differenze statisticamente significative tra le PTMs della tubulina in ciascun 
intervallo temporale della coltura post scongelamento (A: GLM P=0.0041; B: 
GLM P=0.0002).  
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2.2 
Attraverso l’immunofluorescenza indiretta per l’α-tubulina totale 
abbiamo potuto fare una serie di valutazioni morfologiche 
relativamente alla conformazione del fuso meiotico, organizzazione 
della cromatina e dimensioni del fuso meiotico.  
Stato morfologico del fuso meiotico in ovociti vitrificati di adulto 
durante la coltura in vitro post scongelamento  
Nell’adulto, per quanto concerne le anomalie morfologiche del fuso 
meiotico (Fig. 23), si evidenziano delle differenze statisticamente 
significative (P=0.004) tra controllo e vitrificati. Infatti nel controllo 
sono stati rilevati il 28.3% di fusi anomali. Tale percentuale aumenta 
significativamente a 0 e 2 ore post scongelamento (57.1% e 52.9% 
rispettivamente), mentre a 4 e 6 ore post scongelamento non vi sono 
più differenze significative con il controllo (42.4% e 39.4%) (Tab. 1). 
Anche le anomalie nella distribuzione della cromatina riflettono il 
trend emerso con lo studio della morfologia del fuso (P=0.001) (Tab. 
2).  
Per quanto concerne le anomalie morfologiche del fuso meiotico nel 
prepubere (Fig. 24) abbiamo rilevato delle differenze statisticamente 
significative (P=0.0000) tra gli ovociti controllo, e gli ovociti 
vitrificati. Infatti nel controllo il 29.4% di fusi erano anomali; tale 
percentuale aumenta significativamente nei vitrificati dove a 0 ore di 
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incubazione post scongelamento arrivano all’ 87.5% per poi diminuire 
significativamente a 2, 4 e 6 ore (rispettivamente 58.3%, 54.5% e 
47.4%) (Tab. 3). Anche le anomalie nella distribuzione della 
cromatina hanno confermato il trend emerso con lo studio della 
morfologia del fuso (P=0.0000) (Tab. 4).  
Nel confronto tra CTR e VTR abbiamo visto che per quanto concerne 
la conformazione del fuso meiotico (Tab. 5) e della configurazione 
della cromatina (Tab. 6), le percentuali di fusi normali e di cromosomi 
organizzati correttamente sono significativamente più alte nei CTR 
rispetto ai VTR (conformazione fuso, P =0.0000; organizzazione 
cromatina, P=0.0000). Le percentuali di fusi meiotici normali sono 
risultate sovrapponibili a 4 ore di incubazione negli ovociti di pecora e 
di agnella (P=0.203) (Fig. 25A), mentre le percentuali di normale 
configurazione della cromatina (Fig. 25B) sono risultate essere non 
significative a 0 ore di incubazione post scongelamento (P=0.455).  
Gli ovociti di adulto attivati partenogeneticamente durante la coltura 
in vitro post scongelamento sono in media il 14% mentre nei controlli 
freschi le attivazioni spontanee non raggiungono il 2% (P=0.098). Nel 
prepubere le percentuali di attivazione partenogenetica nei controlli 
sono pari al 14%. Nel vitrificato le percentuali di attivazione 
aumentano significativamente rispetto al controllo (P=0.001) durante 
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le ore di incubazione post scongelamento, raggiungendo a 6 ore il 
50% (Fig. 26) (Tab. 7).  
Le percentuali di attivazione partenogenetica sono significativamente 
più alte nei VTR di pecora, nei VTR di agnella e nei CTR di agnella 
rispetto ai CTR di pecora (P=0.007) (Tab. 8).  
Durante il periodo di coltura in vitro post scongelamento le 
percentuali di attivazione partenogenetica sono risultate 
significativamente più alte nell’agnella che nella pecora a 2, 4 e 6 ore 
(P=0.0000) (Fig. 27).  
La misurazione dell’area del fuso meiotico degli ovociti di pecora ha 
mostrato una differenza statisticamente significativa tra controlli e 
vitrificati (P=0.0000). Infatti l’area occupata dal fuso meiotico negli 
ovociti controllo, pari a 151.1±7.9 μm2, risulta maggiore di quella 
occupata dal fuso negli ovociti vitrificati (101.4±13.8 μm2, 91.1±11 
μm2, 87.4±9.4 μm2, 94.8±9 μm2 rispettivamente a 0, 2, 4 e 6 ore di 
incubazione post scongelamento). La misurazione della larghezza del 
fuso ha mostrato una differenza significativa (P=0.0001) con i fusi 
meiotici degli ovociti controllo (14.9±0.7 μm) più larghi dei vitrificati 
(12.6±1.2 μm, 10.6±0.9 μm, 10.6±0.8 μm, 10.1±0.8 μm 
rispettivamente a 0, 2, 4 e 6 ore di incubazione post scongelamento). 
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Non si sono evidenziate differenze statisticamente significative nella 
lunghezza del fuso polo-polo (P=0.4375) (Fig. 28). 
Nel prepubere, la misurazione dell’area, della lunghezza polo-polo e 
della larghezza del fuso meiotico non ha mostrato una differenza 
statisticamente significativa tra controllo e vitrificati (con 
rispettivamente P=0.0964, P=0.921 e P=0.173) (Fig. 29). Le 
dimensioni del fuso tra CTR e VTR di pecora e CTR e VTR di agnella 
non sono risultate statisticamente significative per i tre parametri 
analizzati (Area P=0.6700; Lunghezza polo-polo P=0.9140; Larghezza 
P=0.5840) (Fig. 30). 
Durante la coltura in vitro post scongelamento la misurazione 
dell’area del fuso meiotico non ha mostrato differenze significative tra 
adulto e prepubere (P=0.1610). Si sono evidenziate delle differenze 
significative per quanto concerne la lunghezza polo-polo alle 6 ore di 
incubazione tra pecora e agnella (P=0.0520). Per quanto riguarda la 
larghezza del fuso meiotico si sono evidenziate delle differenze 





Dott.ssa Elisa Serra, “Indagine sulle modificazioni post-traduzionali della tubulina e 
caratterizzazione funzionale dell’ovocita di ovino adulto e prepubere maturato in vitro e 
vitrificato”, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, Indirizzo Riproduzione, Patologia, 
Allevamento e Benessere Animale, Università degli Studi di Sassari. 69 
 
Fig. 23. Immagini rappresentative della conformazione del fuso meiotico normale 
(A), anormale (B) e assente (C) in ovociti di adulto vitrificati. Barra 10μm. 
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Adulto Conformazione del fuso % 
Gruppo Ovociti  Normale Anormale Assente 
CTR 60 68,3 a 28.3 a 3.3 a 
0h 35 22.9 b,c 57.2 b,c 20 b,c 
2h 34 38.2 c 52.9 c 8.8 c 
4h 33 45.5 a,c 42.4 a,c 12.1 a,c 
6h 33 51.5 a,c 39.4 a,c 9.1 a,c 
 
Tab. 1. Effetti della vitrificazione sulla conformazione del fuso meiotico in 
ovociti di pecora durante l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di 
pecora sono utilizzati come controllo. In ciascuna colonna lettere diverse indicano 
differenze statisticamente significative tra il controllo e il vitrificato ai diversi 
intervalli temporali post scongelamento (χ2 P=0.004). 
 
 
Adulto Organizzazione cromosomica % 
Gruppo Ovociti  Normale Anormale 
CTR 60 61.7 a 38.3 a 
0h 35 22.9 b,c 77.1 b,c 
2h 34 26.5 b,c 73.5 b,c 
4h 33 45.5 c,d 54.5 c,d 
6h 33 45.5 c,d 54.5 c,d 
 
Tab. 2. Effetti della vitrificazione sull’organizzazione cromosomica in ovociti di 
pecora durante l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di pecora sono 
utilizzati come controllo. In ciascuna colonna lettere diverse indicano differenze 
statisticamente significative tra il controllo e il vitrificato ai diversi intervalli 
temporali post scongelamento (χ2 P=0.001). 
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Fig. 24. Immagini rappresentative della conformazione del fuso meiotico normale 
(A), anormale (B) e assente (C) in ovociti di prepubere vitrificati. Barra 10μm. 
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Prepubere Conformazione del Fuso % 
Gruppo Ovociti Normale Anormale Assente 
CTR 51 70.6 a 29.4 a ---- 
0h 32 12.5 b 87.5 b ---- 
2h 24 4.2 c,d 58.3 c,d 37.5 c,d 
4h 22 22.7 c,d 54.5 c,d 22.7 c,d 
6h 19 5.3 d,e 47.4 d,e 47.4 d,e 
 
Tab. 3. Effetti della vitrificazione sulla conformazione del fuso meiotico in 
ovociti di agnella durante l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di 
agnella sono utilizzati come controllo. In ciascuna colonna lettere diverse indicano 
differenze statisticamente significative tra il controllo e il vitrificato ai diversi 
intervalli temporali post scongelamento (χ2 P=0.0000). 
 
Prepubere Organizzazione cromosomica % 
Gruppo Ovociti Normale Anormale 
CTR 51 62.7 a 37.3 a 
0h 32 15.6 b 84.4 b 
2h 24 4.2 b 95.8 b 
4h 22 18.2 b 81.8 b 
6h 19 5.3 b 94.7 b 
 
Tab. 4. Effetti della vitrificazione sull’organizzazione della cromatina in ovociti 
di agnella durante l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di agnella sono 
utilizzati come controllo. In ciascuna colonna lettere diverse indicano differenze 
statisticamente significative tra il controllo e il vitrificato ai diversi intervalli 
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 Conformazione del fuso % 
Gruppo Ovociti Normale Anormale Assente 
Pecora CTR 60 68.4 a 28.3 a 3.3 a 
Pecora VTR 35 22.9 b 57.1 b 20.0 b 
Agnella CTR 51 70.6 a 29.4 a 0.0 a 
Agnella VTR 32 12.5 b 87.5 b 0.0 b 
 
Tab. 5. Conformazione del fuso meiotico in ovociti controllo e vitrificati di 
pecora e agnella. In ciascuna colonna lettere diverse indicano differenze 





 Organizzazione cromosomica % 
Gruppo Ovociti Normale Anormale 
Pecora CTR 60 61.7 a 38.3 a 
Pecora VTR 35 22.9 b 77.1 b 
Agnella CTR 51 62.7 a 37.3 a 
Agnella VTR 32 15.6 b 84.4 b 
 
Tab. 6. Organizzazione cromosomica in ovociti controllo e vitrificati di pecora e 
agnella. In ciascuna colonna lettere diverse indicano differenze statisticamente 
significative tra il controllo fresco e il controllo vitrificato (χ2 P=0.0000). 
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Fig. 25. Effetti della vitrificazione sulla conformazione normale del fuso meiotico 
(A) e configurazione normale della cromatina (B) in ovociti di adulto e prepubere 
durante la coltura in vitro post scongelamento. L’asterisco indica differenze 
statisticamente significative tra pecora e agnella in ciascun intervallo temporale 
della coltura post scongelamento (A: GLM P=0.203; B: GLM P=0.455).  
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  Attivazione partenogenetica  




























Tab. 7. Tassi di attivazione partenogenetica in ovociti vitrificati di pecora e 
agnella durante la coltura in vitro post scongelamento.  Ovociti IVM di pecora e 
agnella sono stati utilizzati come controllo. In ciascuna colonna lettere diverse 
indicano differenze statisticamente significative (Pecora: χ2 P=0.098; Agnella: χ2 
P=0.001). 
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Gruppo Attivazione partenogenetica 
Pecora CTR 1.6% 
a 
(n= 61) 
Pecora VTR 12.5% 
b 
(n= 40) 
Agnella CTR 14% 
b 
(n= 59) 




Tab. 8. Attivazioni partenogenetiche in ovociti controllo freschi e controllo 
vitrificati di pecora e agnella. Lettere diverse indicano differenze statisticamente 





Fig. 27. Attivazioni partenogenetiche in ovociti vitrificati di adulto e prepubere 
durante la coltura in vitro post scongelamento. L’asterisco indica differenze 
statisticamente significative tra pecora e agnella in ciascun intervallo temporale 
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Fig. 28. Effetti della vitrificazione sull’area (a), sulla lunghezza polo-polo (b) e 
sulla larghezza (c) del fuso meiotico in ovociti di pecora durante l’incubazione 
post scongelamento. Ovociti IVM di pecora sono stati utilizzati come controllo. 
Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (a: ANOVA 
P=0.0000; b: ANOVA P=0.4375; c: ANOVA P=0.0001). 
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Fig. 29. Effetti della vitrificazione sull’area (a), sulla lunghezza 
polo-polo (b) e sulla larghezza (c) del fuso meiotico in ovociti di 
agnella durante l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM 
di agnella stati utilizzati come controllo. (a: ANOVA P=0.0964; 
b: ANOVA P=0.921; c: ANOVA P=0.173). 
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Fig. 30. Misurazione dell’area (A), della lunghezza polo-polo (B) e della 
larghezza (C) del fuso meiotico in ovociti controllo freschi e controllo vitrificati 
di pecora e agnella. (A: ANOVA P=0.6700; B: ANOVA P=0.9140; C: ANOVA 
P=0.5840). 
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Fig. 31. Effetti della vitrificazione sull’area (A), sulla lunghezza polo-polo (B) e 
sulla larghezza (C) del fuso meiotico in ovociti di pecora e agnella durante la 
coltura in vitro post scongelamento. L’asterisco indica differenze statisticamente 
significative tra pecora e agnella in ciascun intervallo temporale della coltura post 
scongelamento (A: GLM P=0.1610; B: GLM P=0.0520; C: GLM P=0.0180). 
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2.3 
Nella pecora la valutazione dell'attività mitocondriale negli ovociti 
vitrificati ha mostrato valori statisticamente più bassi rispetto al 
controllo durante le prime 2 ore di coltura (P=0.001) per poi risalire a 
livelli comparabili al controllo a 4 ore di incubazione post 
scongelamento. A 6 ore di coltura l’attività ha registrato invece un 
sensibile calo (Fig. 32A).  
Valutazione funzionale degli ovociti vitrificati di adulto e 
prepubere durante la coltura in vitro post scongelamento  
Nell’agnella l’attività dei mitocondri attivi è risultata essere 
significativamente più alta rispetto al controllo a 4 ore di incubazione 
post scongelamento (P=0.0000), mentre a 0, 2 e 6 ore non si 
evidenziano differenze statisticamente significative tra i due gruppi 
sperimentali (Fig. 32B).  
Nel confronto tra controlli e vitrificati, la valutazione dell’attività 
mitocondriale è risultata essere significativamente più elevata nei CTR 
di pecora (P=0.01). Non si sono evidenziate differenze significative 
tra i CTR di agnella e i VTR di entrambi (Fig. 33A).  
La valutazione dell’attività mitocondriale durante il periodo di 
incubazione post scongelamento non ha evidenziato differenze 
statisticamente significative tra gli ovociti di pecora e di agnella 
(P=0.731) (Fig. 33B).  
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Nell’adulto vitrificato il pattern di distribuzione mitocondriale fine 
aumenta significativamente a 0 e 2 ore (rispettivamente P=0.001 e 
P=0.008) per poi diminuire significativamente a 6 ore (29.03%) 
(P=0.043) senza però raggiungere le percentuali del controllo 
(19.04%) (Fig. 34Aa). Il pattern granular non mostra differenze 
significative tra ovociti controllo e vitrificati (P=0.913) (Fig. 34Bb). 
Il pattern clustered risulta significativamente meno rappresentato 
durante le prime ore di incubazione (0 ore P=0.001; 2 ore P=0.002) 
per poi raggiunge percentuali comparabili al controllo (38.09%) a 4 e 
6 ore di incubazione post scongelamento (27.71%, P=0.248 e 32.25%, 
P =0.607 rispettivamente) (Fig. 34Cc). 
Nel prepubere per quanto concerne il pattern di distribuzione 
mitocondriale fine, le valutazioni effettuate hanno evidenziato un 
aumento significativo di tale tipologia di distribuzione mitocondriale 
(P=0.026) a 6 ore di incubazione post scongelamento (Fig. 35Aa). Il 
pattern di distribuzione granular non ha mostrato variazioni 
significative durante la coltura in vitro post scongelamento (P=0.097) 
(Fig. 35Bb). Negli ovociti vitrificati non è stata riscontrata la presenza 
di cluster mitocondriali che sono risultati poco presenti anche nei 
controlli freschi (8.9%; P=0.014) (Fig. 35Cc).  
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Le percentuali di ovociti che hanno mostrato il pattern di distribuzione 
mitocondriale fine risultano essere significativamente più basse nei 
CTR di pecora rispetto sia ai CTR di agnella che ai VTR sia di pecora 
che di agnella (P=0.002) (Fig. 36A). Per quanto concerne la 
distribuzione granular non si sono evidenziate delle differenze 
significative tra CTR e VTR (P=0.834) (Fig. 36B). Le percentuali di 
ovociti che hanno mostrato il pattern di distribuzione clustered 
risultano significativamente più elevati nei CTR di pecora rispetto ai 
CTR di agnella e ai VTR sia di pecora che di agnella (P=0.0000) (Fig. 
36C).  
Nel confronto pecora vs agnella, il pattern di distribuzione 
mitocondriale fine ha mostrato una differenza significativa a 4 e 6 ore 
di incubazione post scongelamento (P=0.0000) (Fig. 37A). Al 
contrario nella distribuzione granular non è stata osservata alcuna 
differenza significativa (P=0.194) (Fig. 37B). Nell’analisi del pattern 
di distribuzione clustered abbiamo evidenziato l’assenza di tale 
conformazione negli ovociti di agnella durante il periodo di 
incubazione post scongelamento (P=0.0000) (Fig. 37C). 
Per quanto concerne i livelli intracellulari di ROS, nella pecora i 
risultati mostrano che tali livelli erano più alti nei vitrificati comparati 
al controllo (P=0.0000). Si è potuta apprezzare una diminuzione a 2 e 
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4 ore post scongelamento, per poi risalire significativamente a 6 ore 
(Fig. 38). 
Nel prepubere i livelli intracellulari di ROS aumentano 
significativamente (P=0.0000) negli ovociti vitrificati rispetto agli 
ovociti controllo. Si evidenziano valori significativamente più bassi a 
2 ore rispetto che a 0, 4 e 6 ore di incubazione post scongelamento 
(Fig. 39).  
I livelli intracellulari di ROS risultano significativamente più elevati 
nei VTR rispetto ai CTR (P=0.0000) (Fig. 40A). La valutazione dei 
livelli intracellulari di ROS durante l’incubazione post scongelamento 
ha evidenziato differenze statisticamente significative tra gli ovociti di 
pecora e di agnella a 6 ore (P=0.0000) (Fig.40B).  
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Fig. 32. Effetti della vitrificazione sull’attività mitocondriale in ovociti di pecora 
(A) e agnella (B) durante la coltura in vitro post scongelamento. Ovociti IVM 
sono stati utilizzati come controllo. Lettere diverse indicano differenze 
statisticamente significative (A: ANOVA P=0.001; B: ANOVA P=0.0000). 
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Fig. 33. A Effetti della vitrificazione sull’attività mitocondriale in ovociti 
controllo freschi e controllo vitrificati di pecora e agnella Lettere diverse indicano 
differenza statisticamente significativa (GLM P=0.01). B Effetti della 
vitrificazione sull’attività mitocondriale in ovociti vitrificati di adulto e prepubere 
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Fig. 34. A destra immagini rappresentative della distribuzione mitocondriale Fine 
(A), Granular (B) e Clustered (C) negli ovociti di pecora. A sinistra grafici in cui 
viene mostrato l’effetto della vitrificazione sulla distribuzione mitocondriale Fine 
(Aa), Granular (Bb) e Clustered (Cc) in ovociti di pecora durante l’incubazione 
post scongelamento. Ovociti IVM di pecora sono stati utilizzati come controllo. 
Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (Aa: χ2 P=0.012; 
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Fig. 35. A sinistra immagini rappresentative della distribuzione mitocondriale 
Fine (A), Granular (B) e Clustered (C) negli ovociti di agnella. A destra grafici in 
cui viene mostrato l’effetto della vitrificazione sulla distribuzione mitocondriale 
Fine (Aa), Granular (Bb) e Clustered (Cc) in ovociti di agnella durante 
l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di agnella sono stati utilizzati 
come controllo. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative 
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Fig. 36. Distribuzione mitocondriale Fine (A), Granular (B) e Clustered (C) in 
ovociti controllo freschi e controllo vitrificati di pecora e agnella. Lettere diverse 
indicano differenze statisticamente significative (A: χ2 P=0.002; B: χ2 P=0.834; C: 
χ2 P=0.0000). 
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Fig. 37. Effetti della vitrificazione sulla distribuzione mitocondriale Fine (A), 
Granular (B) e Clustered (C) in ovociti di pecora e agnella durante l’incubazione 
post scongelamento. L’asterisco indica differenze statisticamente significative tra 
pecora e agnella in ciascun intervallo temporale della coltura post scongelamento 
(A: GLM P=0.0000; B: GLM P=0.194; C: GLM P=0.0000). 
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Fig. 38. In alto immagini rappresentative dei livelli intracellulari di ROS in 
ovociti IVM (A) e vitrificati (B) di pecora. Nel grafico in basso sono mostrati gli 
effetti della vitrificazione sui livelli intracellulari di ROS in ovociti di pecora 
durante l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di pecora sono stati 
utilizzati come controllo. Lettere diverse indicano differenze statisticamente 
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Fig. 39. In alto immagini rappresentative dei livelli intracellulari di ROS in 
ovociti IVM (A) e vitrificati (B) di agnella. Il grafico in basso mostra gli effetti 
della vitrificazione sui livelli intracellulari di ROS in ovociti di agnella durante 
l’incubazione post scongelamento. Ovociti IVM di agnella sono stati utilizzati 
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Fig 40. A. Livelli intracellulari di ROS in ovociti controllo freschi e controllo 
vitrificati di pecora e agnella. Lettere diverse indicano differenza statisticamente 
significative (GLM P=0.0000). B Effetti della vitrificazione sui livelli 
intracellulari di ROS in ovociti di pecora e agnella durante la coltura in vitro post 
scongelamento. L’asterisco indica differenze statisticamente significative tra 
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2.4 
Nell’adulto le percentuali di fecondazione degli ovociti vitrificati non 
raggiungono mai le percentuali dei controlli. I tassi di prima divisione 
nei vitrificati aumentano significativamente a 2 e 4 ore di incubazione 
post scongelamento (P=0.0000). Infatti la produzione embrionale è 
risultata praticamente assente sia a 0 che a 6 ore di incubazione mentre 
a 2 e 4 ore si è osservata la produzione di blastocisti (P=0.0001) (Tab. 
9). 
Valutazione della competenza allo sviluppo di ovociti vitrificati di 
adulto durante la coltura in vitro post scongelamento  
Le percentuali di cleavage negli ovociti di agnella vitrificati si sono 
rivelate significativamente più basse rispetto ai controlli (21.4± 3.48% 
a 0 ore e 26±3.48% a 2 ore vs 69.5±3,48% per i controlli) (P=0.0001). 
Per quanto concerne le percentuali di produzione embrionale a 0 e 2 
ore di incubazione post scongelamento, esse sono risultate pari allo 
0% mentre nei controlli la percentuale era pari al 22.3±2.04% 
(P=0.0003) (Tab. 10). Le percentuali di divisione sono 
significativamente più alte nei CTR di pecora e agnella rispetto ai 
VTR (P=0.0000) (Fig. 41A). La produzione embrionale è 
significativamente più alta nei CTR di pecora rispetto ai CTR di 
agnella e ai VTR di pecora e agnella (P=0.0000) (Fig. 41B). 
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Durante la coltura in vitro post scongelamento i tassi di prima 
divisione sono risultati più elevati nell’adulto rispetto al prepubere 
(P=0.0001) (Tab. 11). La produzione di embrioni in vitro è risultata 
significativamente più alta nella pecora poiché nell’agnella non è stato 
prodotto alcun embrione (P=0.0000) (Tab. 12).  
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Tab. 9. Effetti della vitrificazione sui tassi di prima divisione e produzione 
embrionale in ovociti di pecora durante l'incubazione in vitro post-scongelamento. 
Tutti i dati sono espressi ± SEM. Ovociti IVM di pecora sono stati utilizzati come 
controllo. In ciascuna colonna lettere diverse indicano differenze statisticamente 
significative (Cleavage: ANOVA P=0.0000; Blastocisti: ANOVA P=0.0001). Le 
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Tab. 10. Effetti della vitrificazione sui tassi di prima divisione e produzione 
embrionale in ovociti di agnella durante l'incubazione in vitro post 
scongelamento. Tutti i dati sono espressi ± SEM. Ovociti IVM di agnella sono 
stati utilizzati come controllo. In ciascuna colonna lettere diverse indicano 
differenze statisticamente significative (Cleavage: ANOVA P=0.0001; Blastocisti: 
ANOVA P=0.0003). Le percentuali di produzione embrionale sono calcolate sui 
divisi (n).  
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Fig. 41. Percentuali di prima divisione (A) e produzione embrionale (B) in ovociti 
controllo freschi e controllo vitrificati di pecora e agnella. Lettere diverse indicano 
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Tab. 11. Effetti della vitrificazione sui tassi di cleavage in ovociti di pecora e 
agnella durante l’incubazione post scongelamento. Tutti i dati sono espressi ± 
SEM. In ciascuna colonna lettere minuscole diverse indicano differenze 
statisticamente significative durante il periodo di coltura post scongelamento 
(Pecora: ANOVA P=0.0000; Agnella: ANOVA P=0.428). In ciascuna riga lettere 
maiuscole diverse indicano differenze statisticamente significative tra pecora e 
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Tab. 12. Effetti della vitrificazione sui tassi di produzione embrionale in ovociti 
di pecora e agnella durante l’incubazione post scongelamento. Tutti i dati sono 
espressi ± SEM. In ciascuna colonna lettere minuscole diverse indicano differenze 
statisticamente significative durante il periodo di coltura post scongelamento 
(Pecora: ANOVA P=0.0000; Agnella: ANOVA P=0.428). In ciascuna riga lettere 
maiuscole indicano differenze statisticamente significative tra il gruppo pecora e 
agnella in ciascun intervallo temporale della coltura post scongelamento 
(ANOVA P=0.0000). Le percentuali di produzione embrionale sono calcolate sui 
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DISCUSSIONE 
1. Studio delle modificazioni post-traduzionali della tubulina in 
ovociti di ovino maturati in vitro. 
Nelle cellule eucariotiche alcune delle principali funzioni sono svolte 
da strutture specializzate contenenti microtubuli (Wang and Lessman 
2002). Negli ovociti, i microtubuli sono coinvolti in una serie di 
funzioni tra cui l’assemblaggio del fuso meiotico, la segregazione 
cromosomica e l’estrusione del primo globulo polare (Ai et al. 2008). 
La capacità di portare a termine queste funzioni è data da una serie di 
modificazioni post-traduzionali della tubulina che rendono i 
microtubuli altamente eterogenei e ne influenzano la fisiologia, 
controllando il legame con le MAPs e le proteine motrici (Edde et al. 
1991, Westermann and Weber 2003, Verhey and Gaertig 2007). 
Nonostante l’organizzazione microtubulare rivesta un ruolo chiave 
durante la meiosi, la fecondazione e lo sviluppo embrionale, la 
conoscenza delle PTMs della tubulina nell’ovocita non è molto ampia 
se confrontata con le conoscenze acquisite negli ultimi decenni a 
livello delle cellule somatiche (Schatten and Sun 2014). Partendo da 
questo presupposto, nella prima fase sperimentale di questa tesi 
abbiamo cercato di mettere in evidenza i cambiamenti nelle PTMs 
della tubulina in ovociti maturati in vitro (IVM) di ovino adulto e 
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prepubere, poiché in letteratura non sono presenti informazioni di 
questo genere. Abbiamo scelto di utilizzare due modelli sperimentali: 
uno ad alta competenza allo sviluppo, rappresentato dall’adulto, e 
l’altro a bassa competenza allo sviluppo, rappresentato dal prepubere 
(Damiani et al. 1996). Durante i nostri esperimenti abbiamo rilevato la 
presenza di un’organizzazione microtubulare sia a livello del fuso 
meiotico che del primo globulo polare (PB1). Alcuni autori (Pickering 
et al. 1988, Le Guen and Crozet 1989) indicano che in ovociti in MII, 
i microtubuli si trovano solo a livello del fuso meiotico. Le 
immunofluorescenze effettuate da noi hanno fatto osservare 
un’immunopositività anche a livello del PB1. Per quanto concerne le 
PTMs della tubulina, abbiamo messo in evidenza una buona 
immunopositività sia per la tubulina tirosinata che per la tubulina 
acetilata, in linea con i risultati ottenuti da de Pennart e colleghi (de 
Pennart et al. 1988) negli ovociti di topo e ratto. La quantificazione 
dell’intensità di fluorescenza ha mostrato livelli simili di tubulina 
acetilata e tirosinata negli ovociti di pecora. Tale dato risulta essere 
interessante considerando il fuso meiotico come una struttura che 
racchiude stabilità e dinamicità nello stesso momento. Questa 
condizione diventa chiara se si pensa alla natura del microtubulo che è 
caratterizzato dalla cosiddetta “instabilità dinamica” dove molecole di 
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tubulina si attaccano e si staccano per allungare e accorciare il 
microtubulo (Pavin and Tolic-Norrelykke 2014). Il comportamento 
dei microtubuli può essere dunque regolato da determinate PTMs 
della tubulina, che possono renderlo più dinamico o più stabile.  
È noto che la tirosinazione sia una modificazione tipica dei 
microtubuli instabili e dinamici (Schaletzky and Rape 2016, Khawaja, 
Gundersen and Bulinski 1988, Paturle-Lafanechère et al. 1994). 
L’instabilità dinamica caratterizza i microtubuli che tendono ad 
evolversi rapidamente per esplorare il citoplasma circostante alla 
ricerca del loro bersaglio. Tale caratteristica è fondamentale nella 
formazione del fuso, dove i microtubuli si accrescono alla ricerca dei 
cromosomi (Cai et al. 2009, Pavin and Tolic-Norrelykke 2014, Howe 
and FitzHarris 2013). Il dinamismo, però, non è l’unico aspetto 
importante nella formazione del fuso meiotico. In riferimento 
all’immunopositività rilevata per la tubulina acetilata, questa 
rappresenta una PTMs della tubulina molto comune nei protisti, 
solitamente associata a microtubuli più stabili e con attività regolatoria 
verso specifiche MAPs e motori molecolari (LeDizet and Piperno 
1987, Chen et al. 2013). La presenza di tubulina acetilata a livello del 
fuso meiotico è importante se si considera la necessità di stabilità nel 
fuso meiotico in MII in attesa della fecondazione per un tempo che 
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varia da specie a specie (Simerly et al. 1995, Maro et al. 1990). Poiché 
l’ovocita è altamente esposto ad errori durante la segregazione 
cromosomica, risulta evidente l’esigenza di stabilità a livello del fuso 
meiotico durante l’allineamento dei cromosomi sulla piastra 
metafasica. Sebbene ci sia ancora molto da chiarire su questo aspetto, 
molti autori ritengono che i cromosomi siano confinati a livello della 
piastra metafasica grazie alla stabilità acquisita dai microtubuli una 
volta entrati in contatto con il cinetocore (Hayden, Bowser and Rieder 
1990, Gorbsky et al. 1990). Inoltre, tenendo conto della struttura curva 
del microtubulo presente a livello del fuso meiotico, la presenza della 
tubulina acetilata risulta importante poiché tale PTMs della tubulina 
conferisce al microtubulo stesso la capacità di resistere alle forze di 
trazione e compressione, proteggendolo dalla rottura nelle regioni in 
cui esso è curvato (Portran et al. 2017). Diversamente da ciò che era 
stato osservato nella pecora, la quantificazione dell’intensità della 
fluorescenza nell’agnella ha mostrato livelli più alti di tubulina 
acetilata piuttosto che di tubulina tirosinata. Sfortunatamente, non 
sono presenti altri dati in letteratura circa i cambiamenti delle PTMs 
della tubulina in ovociti di prepubere di altre specie. Certamente, negli 
ovociti di agnella viene a mancare il bilanciamento nel rapporto tra la 
tubulina tirosinata e la tubulina acetilata osservato nel fuso meiotico 
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degli ovociti di pecora. Il dato da noi ottenuto necessita di 
approfondimenti poiché altri autori riportano che un livello 
predominante di acetilazione può essere correlato ad un eccesso di 
stabilità, causando alterazioni nella morfologia del fuso e difetti nella 
segregazione cromosomica (Zhang et al. 2017). Questo aspetto risulta 
interessante se si pensa all’ovocita di prepubere come un sistema con 
bassa competenza allo sviluppo. È noto che, per molti anni, i 
ricercatori abbiano condotto studi utilizzando gameti femminili 
provenienti da animali prepuberi con lo scopo di accorciare gli 
intervalli generazionali anche se gli ovociti così recuperati presentano 
considerevoli problemi a livello della maturazione e della conseguente 
fertilizzazione (Damiani et al. 1996, Ledda et al. 1997, Palmerini et al. 
2014).  
Per quanto riguarda il prepubere, nell’agnella abbiamo avuto la 
possibilità di osservare il trend delle PTMs della tubulina sia durante il 
periodo autunnale sia durante il periodo primaverile. Da questa 
osservazione è emerso che nel periodo autunnale l’equilibrio tra la 
stabilità e la dinamicità del microtubulo viene a mancare mentre nel 
periodo primaverile tale equilibrio viene ristabilito. Questo dato è 
preliminare e richiede ulteriori approfondimenti. Si può però 
ipotizzare che la qualità dell’ovocita prepubere recuperato in 
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primavera sia maggiore rispetto a quella dell’ovocita recuperato in 
autunno poiché il trend delle PTMs della tubulina è sovrapponibile a 
quello osservato nell’adulto, modello considerato ad alta competenza 
allo sviluppo. Inoltre negli anni, l’ovino di razza sarda è stato condotto 
verso una “destagionalizzazione” per assecondare le tradizioni locali 
che prevedono il consumo di carne di agnello nel periodo natalizio. 
Infatti, per natura, la pecora di razza sarda partorisce a ridosso della 
primavera, momento dell’anno in cui i pascoli sono verdi.  
Considerando l’ampia varietà di PTMs che coinvolgono la tubulina, 
abbiamo deciso di analizzare anche altre modificazioni, tra le più 
diffuse nelle cellule eucariotiche come l’α- tubulina detirosinata, la 
tubulina poliglutamilata e la Δ2 modificazione. Sia nell’adulto che nel 
prepubere non abbiamo rilevato alcuna immunopositività sia a livello 
del fuso meiotico che del PB1. La detirosinazione avviene attraverso 
la rimozione reversibile del residuo di tirosina a livello del C-
terminale dell’α- tubulina da parte di una carbossipeptidasi (Ludueña 
and Banerjee 2008). Al contrario, la Δ2 modificazione consiste nella 
rimozione irreversibile del penultimo residuo di glutammato dell’α- 
tubulina detirosinata, generando così una modificazione che non può 
più essere re-tirosinata, uscendo, di fatto, dal ciclo di 
tirosinazione/detirosinazione (Paturle-Lafanechère et al. 1994). Di 
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solito nella cellula la detirosinazione e la Δ2 modificazione marcano i 
microtubuli estremamente stabili solitamente molto abbondanti ad 
esempio nelle cellule neuronali (Gadau 2015). In letteratura sono 
presenti dei dati contrastanti riguardanti la presenza o l’assenza della 
tubulina detirosinata a livello del fuso, e le poche informazioni 
disponibili derivano da studi condotti sul fuso mitotico. De Pennart 
(de Pennart et al. 1988) nel suo lavoro sulle PTMs della tubulina in 
ovociti di topo mostra l’assenza di positività per la tubulina 
detirosinata, correlandola con l’assenza dell’attività della 
carbossipeptidasi. Altri autori hanno evidenziato la presenza di 
bassissimi livelli di tubulina detirosinata in una piccola parte dei 
microtubuli del fuso mitotico di diversi tipi cellulari e diverse specie 
(Gundersen and Bulinski 1986). Questi dati potrebbero aiutarci a 
spiegare i nostri risultati. Infatti, dal momento che la detirosinazione 
caratterizza dei microtubuli altamente stabili e longevi (Dunn et al. 
2008), e che in accordo con quanto detto sulla costituzione del fuso 
meiotico e l’importanza dell’equilibrio tra stabilità e dinamicità, la 
presenza della tubulina detirosinata andrebbe a rendere i microtubuli 
eccessivamente stabili e con un turnover molto più lento rispetto ai 
microtubuli acetilati (Prescott, Dowrick and Warn 1992). La 
mancanza di tubulina detirosinata spiega inoltre l’assenza della Δ2 
Dott.ssa Elisa Serra, “Indagine sulle modificazioni post-traduzionali della tubulina e 
caratterizzazione funzionale dell’ovocita di ovino adulto e prepubere maturato in vitro e 
vitrificato”, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, Indirizzo Riproduzione, Patologia, 
Allevamento e Benessere Animale, Università degli Studi di Sassari. 107 
modificazione, poiché quest’ultima non può esistere se non è presente 
la forma detirosinata (Gadadhar et al. 2017). È quindi chiaro che le 
PTMs generino eterogeneità nella tubulina, in quello che è chiamato 
tubulin code, capace di modulare la struttura dei microtubuli, la loro 
dinamicità, adeguando le PTMs alle funzioni della cellula e le 
interazioni con le proteine associate ai microtubuli (Chakraborti et al. 
2016). Molti autori parlano di stabilizzazione selettiva dei microtubuli, 
concetto che sostituisce l’uniformità dinamica dei microtubuli, 
portando l’attenzione su sottopopolazioni di microtubuli più stabili 
intercalati in microtubuli più dinamici (Schulze and Kirschner 1987). I 
microtubuli detirosinati, oltre ad avere un turnover lento, marcano la 
lunghezza del microtubulo in maniera uniforme, mentre l’acetilazione 
non è uniformemente rilevabile lungo tutto il microtubulo (Webster 
and Borisy 1989). Inoltre i microtubuli detirosinati sono considerati 
molto più stabili dei microtubuli acetilati. Questo potrebbe spiegare 
perché durante la MII non abbiamo rilevato la presenza della tubulina 
detirosinata. Probabilmente, in questa fase della meiosi, sono 
necessari microtubuli più dinamici provvisti di spot di tubulina 
acetilata che caratterizzano MT con una certa stabilità, ma non 
assoluta. La mancanza di immunopositività per la tubulina detirosinata 
e per la Δ2 modificazione viene confermata anche per la tubulina 
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poliglutamilata. Non abbiamo, infatti, evidenziato immunopositività 
per tale PTMs della tubulina sia negli ovociti di pecora che di agnella, 
sia a livello del fuso meiotico che del PB1. Al contrario delle PTMs 
della tubulina finora prese in analisi, che avvengono sull’α-tubulina, la 
poliglutamilazione è una modificazione che coinvolge sia la porzione 
α che la porzione β della tubulina (Redeker et al. 1994). La 
poliglutamilazione è una PTMs della tubulina molto abbondante nel 
sistema nervoso e in altre strutture come l’assonema e il corpo basale, 
strutture di solito caratterizzate da popolazioni stabili di microtubuli 
(Wolff et al. 1992, Audebert et al. 1993, Bre et al. 1994, Lechtreck 
and Geimer 2000). Inoltre questa modificazione marca i centrioli, il 
fuso mitotico e le cilia primarie (Bobinnec et al. 1998, Pickering et al. 
1988). Nella maggior parte delle cellule di mammifero, i microtubuli 
in interfase sono poliglutamilati a bassi livelli, mentre durante la 
mitosi il fuso accumula poliglutamilazione sulla β-tubulina (van Dijk 
et al. 2007, Regnard et al. 1999). Sicuramente non è questa la 
situazione in cui si trovano le cellule oggetto del nostro studio. Infatti 
gli ovociti in MII sono caratterizzati da alcune peculiarità: la 
mancanza dei centrioli e la formazione del fuso meiotico in maniera 
differente dal fuso mitotico delle altre tipologie cellulari (Severson, 
von Dassow and Bowerman 2016). Dunque, se la tubulina 
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poliglutamilata è abbondante nei centrioli, questo spiegherebbe, 
almeno in parte, la mancanza di immunopositività da noi osservata.  
Il ruolo delle PTMs della tubulina da noi identificate anche a livello 
del PB1 non è chiaro. Probabilmente la loro presenza può essere 
attribuita allo stadio meiotico in cui si trova il gamete al momento 
dell’osservazione. Infatti, l’estrusione del PB1 è organizzata e diretta 
dai microtubuli. La presenza di questa struttura attorno alla cromatina 
potrebbe indicare che la metafase II è in completamento poiché il PB1 
non è stato ancora completamente estruso.  
I dati emersi dalle nostre immunofluorescenze, rendono evidente 
l’esigenza di aumentare la conoscenza circa le PTMs della tubulina 
negli ovociti e conferma l’importanza del tubulin code quando si tratta 
di microtubuli. È chiaro che sarebbe troppo semplicistico parlare di α-
tubulina totale in un’analisi ultrastrutturale del citoscheletro 
microtubulare. Come messo in evidenza dalle nostre osservazioni 
morfologiche sul fuso meiotico, utilizzando un anticorpo per l’α-
tubulina totale, non sono presenti differenze significative nella 
morfologia del fuso tra ovociti di pecora e agnella, soprattutto non si 
ravvisano differenze in termini di dimensione. Invece con l’analisi 
delle PTMs della tubulina abbiamo messo in evidenza delle importanti 
differenze tra il modello adulto (ad alta competenza allo sviluppo) e il 
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modello prepubere (a bassa competenza allo sviluppo) per quanto 
concerne la costituzione microtubulare del fuso meiotico.  
 
2. Studio dello stato morfologico e funzionale di ovociti vitrificati 
di ovino adulto e prepubere durante la coltura in vitro post 
scongelamento 
Le analisi della morfologia e dell’organizzazione delle strutture 
cellulari come mitocondri e microtubuli sono importanti per 
determinare la qualità dell’ovocita. Il trasporto dei mitocondri tra le 
differenti aree del citoplasma è mediato dal network citoscheletrico di 
microtubuli negli ovociti di topo (Vanblerkom 1991) e suino (Sun et 
al. 2001). L’assenza o la scarsa messa in evidenza del network 
intracitoplasmatico di microtubuli attorno alla vescicola germinale 
può essere correlato alla mancanza di specifici motori molecolari 
come la dineina e la kinesina. Tale mancanza può creare difficoltà 
nella formazione della rete microtubulare e nell’accoppiamento tra 
microtubuli e mitocondri. Infatti, ovociti che presentano tale rete 
intracitoplasmatica in GV hanno mostrato successivamente una 
maggiore competenza allo sviluppo (Brevini et al. 2005).  
I nostri dati hanno evidenziato una riduzione nelle dimensioni del fuso 
meiotico in ovociti di pecora vitrificati. La riduzione delle dimensioni 
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del fuso meiotico in ovociti messi a contatto con dei crioprotettori è 
stata evidenziata anche nell’uomo (Pickering et al. 1990) e nel topo 
(George et al. 1996). Inoltre la vitrificazione causa una parziale o 
totale depolimerizzazione dei microtubuli ed una disorganizzazione 
della struttura in ovociti di ovino. I cambiamenti nella morfologia del 
fuso dopo vitrificazione sono stati correlati agli effetti funzionali sulla 
fecondazione e sullo sviluppo embrionale (O'Neil, Paynter and Fuller 
1997, Eroglu, Toth and Toner 1998). Alcuni autori hanno descritto il 
recupero delle alterazioni del fuso meiotico dopo 1-3 ore di coltura in 
vitro post scongelamento, il cui successo dipende, oltre che dal tempo 
di recupero post scongelamento, dalle procedure di vitrificazione e 
dalla specie (Aigner et al. 1992, Chen et al. 2001). Durante la 
valutazione della configurazione del fuso sono state osservate diverse 
anafase-telofase II (A-T II) e alcuni pronuclei, indici di attivazione 
partenogenetica. L’osservazione della cromatina durante il periodo di 
incubazione post scongelamento ci ha mostrato dei tassi di attivazione 
partenogenetica molto alti nell’agnella se confrontati con i controlli 
freschi. Tale fenomeno è risultato meno presente nella pecora. 
L’attivazione partenogenetica è data da uno stimolo di natura elettrica 
o chimica che simula l’ingresso dello spermatozoo nella cellula. Il 
segnale dato dallo spermatozoo induce la mobilitazione del Ca2+ dal 
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reticolo endoplasmatico con il conseguente innesco dei pathways di 
completamento della meiosi, con il passaggio dalla metafase II alla 
telofase II, la decondensazione della cromatina, la formazione del 
primo pronucleo e la prima divisione cellulare (Swann and Ozil 1994). 
La riorganizzazione della cromatina e la ricostruzione della membrana 
nucleare dipendono dall’attività dell’MPF (Maturation Promoting 
Factor) che risulta essere più alto in MII per poi diminuire dopo poche 
ore dall’attivazione degli ovociti (Bogliolo et al. 2000). È stato 
osservato che, nel prepubere, l’attività dell’MPF è più bassa negli 
ovociti vitrificati dopo 2 ore di incubazione post scongelamento 
rispetto agli ovociti controllo. Al contrario, nell’adulto, si ha una 
ripresa dell’attività chinasica dell’MPF negli ovociti vitrificati (Succu 
et al. 2007). Dunque gli alti tassi di attivazione partenogenetica 
osservati nel corso dei nostri esperimenti negli ovociti di agnella 
vitrificati possono essere correlati ad un abbassamento dell’attività 
dell’MPF causato dalle basse temperature e dai crioprotettori utilizzati 
nella procedura di vitrificazione. 
Per quanto concerne la distribuzione e l’attività mitocondriale, essi 
sono parametri utilizzati per stabilire la qualità degli ovociti umani 
dopo vitrificazione (Seet et al. 2013). Precedenti studi condotti in 
differenti specie hanno mostrato che il fuso meiotico è altamente 
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sensibile alle basse temperature (Park et al. 1997, Wang et al. 2001, 
Keefe et al. 2003, Noyes, Boldt and Nagy 2010, Chang et al. 2011) e 
l’assenza del fuso meiotico in ovociti umani è stato associato con un 
basso contenuto di mitocondri (De los Reyes et al. 2010). Gli ovociti 
di ovino adulto e prepubere reagiscono in maniera differente agli 
insulti provocati dalle procedure di vitrificazione. Le alte percentuali 
di attivazione partenogenetica negli ovociti di agnella sono indice di 
mancato o alterato funzionamento dei meccanismi di protezione e 
recupero della cellula.  
Il fuso meiotico negli ovociti vitrificati di pecora recupera, con la 
coltura in vitro post scongelamento, la sua tipica conformazione a 
botte, mentre nell’agnella i tassi di anomalie strutturali sono più 
elevati anche con il passare delle ore di incubazione post 
scongelamento. Al contrario, una coltura in vitro prolungata, oltre e a 
non consentire la riparazione dei danni strutturali, incrementa le 
percentuali di attivazione partenogenetica. Se dunque l’ovocita di 
pecora sembra riuscire a recuperare, almeno parzialmente, la sua 
funzionalità dopo 4 ore di coltura post scongelamento, l’ovocita di 
agnella sembra invece non possedere la stessa capacità riparativa ed il 
danno funzionale conseguente alla vitrificazione tende a restare 
elevato.  
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La capacità del fuso meiotico di riformarsi nella maniera corretta 
potrebbe essere attribuita alla presenza di alcune modificazioni post-
traduzionali della tubulina. La tubulina acetilata è in grado di formare 
delle popolazioni di microtubuli in grado di resistere alle basse 
temperature (Bane et al. 2002). Nei nostri esperimenti è stato 
evidenziato che l’immunopositività alla tubulina acetilata è 
significativamente più elevata in ovociti vitrificati subito dopo lo 
scongelamento (VTR) rispetto ai controlli freschi (CTR). L’aumento 
della presenza di tale PTMs potrebbe indicare che essa svolga una 
funzione protettiva nei confronti dell’integrità del fuso meiotico. 
Inoltre, negli ovociti di pecora, l’α-tubulina acetilata risulta essere 
maggiormente espressa a 4 e 6 ore di incubazione post scongelamento 
piuttosto che a 0 e 2 ore. L’intensità maggiore potrebbe indicare che la 
struttura del fuso meiotico sia più stabile, requisito necessario in attesa 
della fecondazione (Simerly et al. 1995). Inoltre il movimento degli 
organuli cellulari, come i mitocondri, lungo i microtubuli sono 
probabilmente mediati da motori molecolari (chinesine) che sono stati 
prevalentemente osservati lungo i microtubuli acetilati (Friedman et 
al. 2010, Misawa et al. 2013). Negli ovociti vitrificati di agnella si ha 
un decremento dell’acetilazione della tubulina, durante la coltura in 
vitro post scongelamento. Al contrario la tirosinazione risulta essere 
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significativamente più alta negli ovociti vitrificati (VTR) rispetto al 
controllo fresco (CTR). La tirosinazione della tubulina è indice di alta 
dinamicità della struttura microtubulare. Tale proprietà potrebbe 
influenzare negativamente la struttura del fuso meiotico che, durante 
la metafase II, necessita di una certa stabilità in attesa dell’ingresso 
dello spermatozoo. Questa osservazione potrebbe spiegare la 
produzione embrionale pari a zero negli ovociti vitrificati di 
prepubere. Inoltre, nella valutazione del trend delle PTMs della 
tubulina durante l’incubazione post scongelamento è emerso che negli 
ovociti di pecora l’equilibrio tra tubulina tirosinata e tubulina acetilata 
viene ripristinato a 4 ore di coltura. Al contrario, nell’agnella con il 
passare delle ore di coltura il disequilibrio tra le due PTMs della 
tubulina diventa significativo. Questo potrebbe spiegare la ripresa 
della competenza allo sviluppo degli ovociti vitrificati di pecora dopo 
4 ore di incubazione post scongelamento, così come l’assenza di 
competenza allo sviluppo degli ovociti vitrificati di agnella.  
Immediatamente dopo lo scongelamento, gli ovociti vitrificati di 
pecora mostrano un’indebolita attività mitocondriale, un aumentato 
livello intracellulare di ROS e un basso tasso di sviluppo embrionale 
in vitro. La capacità degli ovociti vitrificati di reagire agli insulti 
provocati dalla procedura di vitrificazione si sviluppa dopo 4 ore di 
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incubazione post scongelamento. Infatti, i mitocondri riprendono la 
loro funzionalità e i tassi di sviluppo embrionale sono 
significativamente più alti. Questo dato conferma che la vitrificazione 
inficia la funzionalità mitocondriale negli ovociti di ovino, così come 
era stato precedentemente dimostrato per gli ovociti di topo, bovino, 
uomo e suino (Dai et al. 2015, Manipalviratn et al. 2011, Yan et al. 
2010, Zhao et al. 2011).  
Il sistema mitocondriale è altamente vulnerabile alle fluttuazioni di 
temperatura e la vitrificazione altera importanti parametri nella 
distribuzione dei mitocondri come precedentemente osservato in 
ovociti di suino (Shi et al. 2007), topo (Lei et al. 2014b, Zander-Fox, 
Cashman and Lane 2013) e bovino (Liang et al. 2016). Un’appropriata 
distribuzione dei mitocondri è importante per le specifiche funzioni 
cellulari (Zhao et al. 2009) e alterazioni nella distribuzione di questi 
organuli e della loro attività sia in ovociti che in embrioni 
diminuiscono la loro capacità di generare ATP e di conseguenza la 
competenza allo sviluppo (Brevini et al. 2005, Van Blerkom 2009). 
Negli ovociti di pecora abbiamo osservato una drammatica riduzione 
dell’attività mitocondriale nei vitrificati rispetto al controllo fresco. 
L’analisi del pattern di distribuzione mitocondriale è in linea con ciò 
che è stato osservato nell’analisi della loro attività. Il pattern di 
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distribuzione dei mitocondri attivi può presentarsi in tre fenotipi: fine, 
granular e clustered. Nella distribuzione fine i mitocondri appaiono 
distribuiti in maniera omogenea nel citoplasma conferendogli un 
aspetto sabbioso; nella distribuzione granular i mitocondri appaiono 
raggruppati tra loro a formare piccoli aggregati, conferendo al 
citoplasma un aspetto granuloso; nella distribuzione clustered i 
mitocondri appaiono raggruppati tra loro formando degli aggregati di 
dimensioni più grandi rispetto al pattern granular e conferendo al 
citoplasma un aspetto a grappolo. In precedenti studi condotti sugli 
ovociti di ovino, è stato visto che il fenotipo fine è indice di bassa 
competenza allo sviluppo mentre la presenza nel citoplasma di 
aggregati di mitocondri “clusterizzati” sia strettamente correlata ad 
una maggiore attività mitocondriale, livelli intracitoplasmatici più alti 
di ATP e una maggiore competenza allo sviluppo (Leoni et al. 2015).  
Differenti studi hanno messo in evidenza la suscettibilità dei 
mitocondri alle procedure di vitrificazione (Dai et al. 2015, Lei et al. 
2014a, Lei et al. 2014b), anche se sono presenti poche informazioni 
sulle possibilità e sul tempo di recupero di tali alterazioni. Nell’adulto 
abbiamo osservato come, durante il periodo di incubazione post 
scongelamento, il pattern di distribuzione mitocondriale cambi negli 
ovociti vitrificati e che il numero di ovociti che mostrano “cluster” di 
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mitocondri aumenta in maniera significativa lungo il periodo di 
incubazione. Tale cambiamento è accompagnato da un incremento 
dell’attività mitocondriale, evidenziando come i mitocondri abbiano 
bisogno di circa 4 ore per riprendere la loro funzionalità in seguito alla 
vitrificazione. Tale risultato conferma precedenti studi che riportano 
che il recupero del potenziale di membrana mitocondriale in ovociti 
umani crioconservati è sostanzialmente di 3-4 ore dopo lo 
scongelamento (Chen et al. 2012). Per quanto riguarda il modello 
ovino prepubere appare chiaro che la coltura in vitro post 
scongelamento non sia sufficiente per consentire una ripresa anche 
parziale del gamete. L’aumento della distribuzione mitocondriale fine 
sottolinea come le procedure di vitrificazione causino dei danni 
irreversibili ad un ovocita derivante da un soggetto che ancora non ha 
raggiunto la maturità sessuale e che quindi, molto probabilmente, non 
ha ancora sviluppato a pieno i meccanismi di recupero dei danni.  
Lo stato di ossidazione intracellulare rappresenta un altro fattore in 
grado di influenzare la capacità della cellula di sopravvivere alla 
crioconservazione. Lo stress ossidativo durante la crioconservazione 
può generare un aumento dell’attività ossidativa data dalla ripresa del 
metabolismo e dai processi di riparazione dei danni citoplasmatici. 
Diversi studi hanno mostrato che il danno causato dalla formazione di 
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ROS durante le procedure di crioconservazione, conduce allo stress 
ossidativo gli ovociti di suino (Dai et al. 2015, Gupta et al. 2010, 
Somfai et al. 2007) e bovino (Zhao et al. 2011). Una significativa 
riduzione del potenziale di membrana mitocondriale è stato osservato 
in ovociti umani sottoposti a congelamento lento dove è stata 
evidenziata un’alterazione nello stato redox (Gualtieri et al. 2009, 
Jones et al. 2004). Durante i nostri esperimenti abbiamo osservato 
come la vitrificazione incrementi i livelli di ROS negli ovociti di 
pecora vitrificati già immediatamente dopo lo scongelamento rispetto 
ai controlli freschi. Questo ci ha suggerito che la vitrificazione possa 
indurre un aumento significativo della produzione di ROS in 
concomitanza con un probabile decremento delle difese antiossidanti. 
La perdita del bilancio fisiologico tra la produzione di ROS e le difese 
antiossidanti causa uno stress ossidativo che provoca dei danni a 
livello del DNA, delle proteine e dei lipidi. Abbiamo osservato che 
durante il periodo di incubazione post scongelamento i livelli 
intracellulari di ROS negli ovociti di pecora diminuiscono, indicando 
che probabilmente il sistema antiossidante endogeno negli ovociti 
vitrificati è parzialmente recuperabile durante la fase di incubazione 
post scongelamento. Al contrario, negli ovociti vitrificati di agnella i 
livelli di ROS aumentano in maniera significativa durante le ore di 
Dott.ssa Elisa Serra, “Indagine sulle modificazioni post-traduzionali della tubulina e 
caratterizzazione funzionale dell’ovocita di ovino adulto e prepubere maturato in vitro e 
vitrificato”, Tesi di Dottorato in Scienze Veterinarie, Indirizzo Riproduzione, Patologia, 
Allevamento e Benessere Animale, Università degli Studi di Sassari. 120 
coltura in vitro post scongelamento. Tale osservazione ci dà ulteriore 
conferma che i meccanismi di protezione e recupero di un ovocita di 
prepubere non sono ancora del tutto efficienti e che dunque un ovocita 
di agnella non è in grado di riparare, nemmeno parzialmente, i danni 
causati dalla vitrificazione.  
Lo stress ossidativo è stato associato ad un diminuito sviluppo 
embrionale e, infatti, può indurre l’apoptosi sia negli ovociti che nei 
giovani embrioni (Fissore et al. 2002, Tarin et al. 2004, Tatone et al. 
2008). 
I nostri dati dimostrano che l’ovocita di pecora migliora la sua 
competenza allo sviluppo, sia in termini di percentuali di prima 
divisione che di produzione embrionale, dopo 4 ore di incubazione 
post scongelamento. Effetti positivi della fertilizzazione ritardata di 2-
3 ore sono stati precedentemente descritti nel topo (Chen et al. 2001). 
In ogni caso il tempo di recupero non è illimitato. È stato infatti 
osservato che, lasciando gli ovociti in condizioni di recupero per un 
tempo prolungato, si ha la distruzione del fuso meiotico e la perdita di 
cromosomi (Kopeika et al. 2015). 
Gli ovociti di agnella mostrano una reazione diversa agli insulti 
provocati dalla vitrificazione. Come accennato in precedenza, il fuso 
meiotico non è in grado di recuperare in maniera significativa la sua 
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tipica conformazione a botte. Infine i tassi di prima divisione sono 
molto bassi e lo sviluppo embrionale risulta essere pari a zero sia a 0 
che a 2 ore di incubazione post scongelamento.  
 
CONCLUSIONI 
I risultati della presente tesi possono essere riassunti nelle seguenti 
conclusioni:  
 Per quanto concerne la caratterizzazione morfologica del fuso 
meiotico di ovociti di ovino maturati in vitro non si può 
semplicemente parlare di α-tubulina totale nello studio della rete 
microtubulare, ma è necessario prendere in considerazione le 
PTMs che coinvolgono la tubulina. Infatti, se da un lato l'analisi 
della morfologia del fuso meiotico attraverso 
l’immunofluorescenza per l’α-tubulina totale non ha mostrato 
differenze significative tra l’adulto e il prepubere, a livello delle 
PTMs della tubulina, in particolare α-tubulina tirosinata e α-
tubulina acetilata, sono presenti delle differenze. Nell’adulto tali 
PTMs sono in equilibrio tra loro, mentre nel prepubere si è 
evidenziato un disequilibrio. Questo dato suggerisce che il 
citoscheletro microtubulare possa rivestire un ruolo critico nei 
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meccanismi cellulari alla base della minore competenza allo 
sviluppo dell’ovocita di agnella rispetto all’ovocita di pecora.  
 L’ovocita di adulto e di prepubere risponde in maniera diversa agli 
insulti provocati dalla procedura di vitrificazione. Infatti, se 
all’ovocita di adulto vitrificato vengono concesse 4 ore di 
prolungata incubazione post scongelamento, sia i parametri 
morfologici sia i parametri biomolecolari mostrano una ripresa: 
l’equilibrio tra la tubulina tirosinata e la tubulina acetilata viene 
ripristinato, le alterazioni a carico del fuso meiotico e della 
configurazione della cromatina sono significativamente minori, si 
ha la ripresa della funzionalità e della clusterizzazione 
mitocondriale, nonché più bassi livelli intracellulari di ROS. Tutto 
ciò si riflette in una ripristinata competenza allo sviluppo con 
produzione embrionale dopo IVF. Al contrario, l’ovocita vitrificato 
di prepubere, durante la prolungata incubazione in vitro post 
scongelamento, non è in grado di riprendere la competenza allo 
sviluppo. Infatti, se da un lato i parametri biomolecolari quali 
funzionalità mitocondriale e livelli intracitoplasmatici di ROS 
risultano sovrapponibili al modello adulto, dal punto di vista 
strutturale gli ovociti di prepubere presentano delle importanti 
anomalie a livello del fuso meiotico con elevati tassi di attivazione 
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partenogenetica e un forte disequilibrio tra la tubulina  tirosinata e 
la tubulina acetilata. 
In conclusione, i risultati ottenuti in questa tesi di dottorato, mettono 
in evidenza come uno studio approfondito del citoscheletro 
microtubulare e delle sue modificazioni post-traduzionali possa 
rappresentare un ulteriore parametro per stabilire la qualità 
dell’ovocita. Inoltre, suggeriscono lo studio di strategie mirate al 
miglioramento dei protocolli di vitrificazione al fine di poter dare 
nuove risposte alla conoscenza nel campo della criobiologia e nuovi 
impulsi allo sviluppo di metodiche che consentano il successo della 
crioconservazione. A tale scopo potrebbe essere interessante 
approfondire la ricerca di nuove molecole in grado di proteggere il 
citoscheletro microtubulare dagli effetti delle basse temperature con 
l’obiettivo di migliorare i tassi di produzione embrionale e diminuire 
le attivazioni partenogenetiche. Il blocco reversibile dell’attività 
biologica di una cellula, e in particolare della cellula uovo, è infatti 
una strategia particolarmente importante sia sul piano della 
conoscenza che su quello economico per tutti coloro che si occupano 
di tecnologie riproduttive. 
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